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ABSTRACT 
Pancгeatic caгcinoma is one of the most invasive and pгogгess ive human 
malignant neoplasms. This malignancy is chaгacteгized Ьу activation of KRAS 
oncogene and inactivation of р16 , р53 and SMAD4 tumoг supгessoг genes. 
Recent гesults show association between KRAS activation and SMAD4 
inactivation in pancгeatic caгcinogenesis . The stгucture of the SMAD4 gene 
ргоmоtег has not been cleaгly defined and little is known about the tгanscгiption 
гegulatory mechanisms of this gene. This study was aimed at analyzing genetic 
and epigenetic changes in the 5' гegulatory гegion as potential mechanisms of 
SMAD4 gene inactivation in pancгeatic caгcinoma and theiг coexistance with 
KRAS codon 12 mutation in malignant tissues. 
Stгuctural analysis of SMAD4 gene ргоmоtег has shown that two 
mononucleotide гереаt elements, -462Т(15) and -4Т(12), аге polymoгphic in 
pancгeatic caгcinoma and coloгectal саnсег tissues, while functional analysis 
indicated that -4Т(12) element may Ье important fог tгanscгiptional гegulation. 
The haplotype 14/1 О was the most common haplotype in pancгeatic caгcinoma 
tissue, pгesent in 88% of cases. Haplotypes 10/12 and 9/12 wеге detected in 4% 
of coloгectal саnсег tissues each. ln majoгity of pancгeatic caгcinoma cases 
(98%) eitheг KRAS codon 12 mutation ог SMAD4 gene ргоmоtег haplotype 
14/1 О was pгesent. 
These findings suggest that haplotypes 14/10, 10/12 and 9/12 in the 
SMAD4 gene ргоmоtег гepгesent genetic maгkeгs that might Ье associated with 
specific malignancy and potentially exploited fог diagnostics and monitoгing of 
disease, alone ог in comЬination with KRAS codon 12 mutation testing. 
ABSTRACT 
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ABSTRAKT 
Karcjnom pankreasa spada u najjnvazjvnjje najprogresjvnjje humane 
maljgne bolestj. Genetske promene karakterjstjcne za ovu bolest su aktjvacjja 
onkogena KRAS ј jnaktjvacjja tumor supresor gena р16 , р53 ј SMAD4. Novjja 
jstrazjvanja ukazuju па povezanost aktjvacjje onkogena KRAS ј jnaktjvacjje 
tumor supresor gena SMAD4 u pankreasnoj kaгcjnogenezj. Struktura promotora 
gena SMAD4 nedovoljno је proucena ј malo se zna о mehanjzmjma regulacjje 
transkгjpcjje ovog gena. Ova studjja је jmala za cjlj da jstrazj genetske ј 
epjgenetske promene u 5' regulatornom regjonu gena SMAD4 kao potencjjalne 
mehanjzme njegove jnaktjvacjje u karcjnomu pankreasa, kao ј njjhovu 
udruzenost sa prjsustvom mutacjje u kodonu 12 gena KRAS u maljgnom tkjvu. 
Strukturna analjza promotora gena SMAD4 је pokazala da su dva 
mononukleotjdna ponovka, -462Т(15) and -4Т(12), poljmorfna u karcjnomu 
pankreasa ј kolorektalnom kanceru , dok је funkcjonalna analjza pokazala da broj 
tjmjna u elementu -4Т(12) moze Ьitj od znacaja za regulacjju transkrjpcjje. 
Haplotjp 14/1 О је Ьiо najcescj haplotjp u tkjvu kaгcjnoma pankreasa, pгjsutan u 
88% slucajeva. Haplotjpovj 10/12 ј 9/12 su otkrjvenj u ро 4% slucajeva u tkjvu 
kolorektalnog kancera. U najvecem broju tkjva kaгcjnoma pankreasa (98%) Ьila 
је pгjsutna jlj mutacjja u kodonu 12 gena KRAS ilj haplotjp 14/1 О u promotoru 
gena SMAD4. 
Rezultatj ovog jstrazjvanja ukazuju da haplotjpovj 14/1 О, 10/12 ј 9/12 u 
promotoru gena SMAD4 predstavljaju genetjcke markere kojj mogu Ьitj povezanj 
sa specjfjcnom maljgnom bolescu, а njjhova analjza potencjjalno jskorjscena za 
djjagnostjkovanje ј pracenje bolestj , pojedjnacno jlj u komblnacjjj sa anal jzom 
mutacjje u kodonu 12 gena KRAS. 
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1. UVOD 
1. 1. Karcinom pankreasa 
1. 1. 1. Pankreas 
Paпkreas је orgaп digestivпog sistema smesteп u abdomeпu posteriorпo 
u odпosu па zeludac i povezaп је sa duodeпumom (slika 1А). Morfoloski se 
moze podeliti u tri regioпa: glavu, telo i rep. Prema fuпkciji koju vrsi tkivo 
paпkreasa se deli па egzokriпi i eпdokriпi paпkreas (1 ). 
Egzokriпi paпkreas ima ulogu u procesu vагепја. Njega сiпе aciпusi , 
grupacije celija ciji se izvodпi kaпalici spajaju u zajedпicki izvodпi kaпal, а koji se 
uliva u duodeпum (slika 1 В). Асiпагпе celije сiпе veci deo paпkreasпog tkiva i 
proizvode zimogeпe, пeaktivпe forme paпkreasпih eпzima, koji se izlucuju u 
izvodпe kaпalice . Epitelпe celije kaпalica alkalizuju eпzimsku mesaviпu 
dodavaпjem mukusa, vode i Ьikarboпata i tako se formira paпkreasпi sok koji se 
izlucuje u duodeпum. U iпtestiпalпom sistemu eпteropeptidaza prevodi zimogeпe 
u aktivпe eпzime odsecaпjem aktivacioпog peptida. 
Eпdokriпi paпkreas vrsi regulaciju metabolizma glukoze luceпjem 
hormoпa u krvotok. Eпdokriпo tkivo paпkreasa сiпе cetiri specijalizovaпa tipa 
celija (а, Ь , d i РР) koje su orgaпizovaпe u kompaktпa Laпgerhaпsova ostrvca 
okruzeпa aciпarпim egzokriпim tkivom (slika 1 В). Eпdokriпe celije paпkreasa se 
medusobпo пе razlikuju morfoloski, vec su klasifikovaпe ро tipu hormoпa koje 
luce: tip а - glukagoп, tip Ь - iпsuliп , tip d - somatostatiп, tip РР - paпkreasпi 
pol ipeptid. Celije tipa а i Ь regulisu metabolizam glukoze, а celije tipa РР i d 
moduliraju sekretorпa svojstva drugih tipova paпkreasпih celija. 
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Slika 1. Pankreas 
А - polozaj pankreasa u organizmu 
В - grada pankreasnog tkiva 
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Poremecaji funkcije pankreasa mogu Ьiti uzrokovani promenama u 
egzokrinom il i endokrinom tkivu , ali se cesto javljaju udruzeno. Poremecaj Ьi lo 
egzokrinog, Ьilo endokrinog tkiva pankreasa znacajno povecava rizik za 
ostecenje drugog tipa pankreasnog tkiva. Najcesce bolesti pankreasa su 
diabetes mellitus, pankreatitis i karcinom pankreasa. Diabetes mellitus 
predstavlja poremecaj endokrine funkcije pankreasa. Postoje dva tipa ove 
bolesti : tip 1 koji podrazumeva nemogucnost proizvodnje insulina i tip 2 koji 
podrazumeva rezistenciju na insulin. Pankreatitis predstavlja inflamaciju 
egzokrinog pankreasa, koja moze Ьiti akutna ili hronicna. Karcinom pankreasa је 
maligni tumor koji nastaje od egzokrinih pankreasnih celija. 
1. 1. 2. Epidemiologija karcinoma pankreasa 
Karcinom pankreasa (duktalni adenokarcinom pankreasa, adenokarcinom 
pankreasa, kancer pankreasa) је najcesca pankreasna neoplazma i cini priЫizno 
80% svih maligniteta pankreasa (2) . Ovu bolest karakterisu izrazita progresivnost 
i invazivnost, а rezistentna је na vecinu dostupnih terapija. Ucestalost karcinoma 
pankreasa iznosi 3-9 па 100000 osoba godisnje, pri cemu је ucestalost niza u 
razvijenim, а visa u nerazvijenim zemljama (3). Karcinom pankreasa је trinaesti 
kancer ро ucestalosti i osmi vodeci uzrok smrtnosti od kancera u svetu, а 
ucestalost ove bolesti i njom uzrokovan mortalitet su skoro istovetni. 
Petogodisnja stopa prezivljavanja nakon postavljanja dijagnoze iznosi samo 3%, 
а prosecno prezivljavanje је manje od 6 meseci (2) . Usled nespecificnih 
simptoma i ogranicenja dostupnih dijagnostickih metoda bolest se retko 
dijagnostikuje u pocetnim stadijumima i metastaze su oblcno prisutne vec pri 
inicijalnoj dijagnozi. Operativno uklanjanje tumora је indikovano kod svega 15-
20% pacijenata, pri cemu su samo tumori glave pankreasa resektabllni , а 
petogodisnja stopa prezivljavanja nakon ove intervencije iznosi samo 20% (2). 
Hemioterapija ima slab efekat usled snazne otpornosti ovog kancera na 
postojece terapijske protokole. Primenom dostupnih terapijskih protokola za 
з 
karcinom pankreasa kod vecine pacijenata se postize samo olaksavanje 
simptoma bolesti. 
Etiologija karcinoma pankreasa је nedovoljno poznata. U faktore koj i 
mogu da moduliraju rizik za pojavu ove bolesti spadaju godine starosti, pol, 
pusenje, nepravilna ishrana, dugotrajno izlaganje izvesnim karcinogenima, 
hronicni pankreatitis, diabetes i nasledni pankreatitis (4, 5) . Glavni epidemioloski 
faktor koji utice па nastanak i razvoj karcinoma pankreasa su godine starosti. 
Bolest se retko javlja pre 40. godine, а sa stareпjem se povecava i rizik, koji 
kulmiпira oko 80. godiпe, kada је 40 puta роvесап. Bolest se пesto cesce javlja 
kod muskaraca пеgо kod zепа. Puseпje је povezaпo sa dvostrukim povecaпjem 
rizika za пastaпak karciпoma paпkreasa, usled prisustva karcinogeпih supstaпci 
u duvaпskom dimu. lshraпa bogata mastima povecava rizik za пastaпak 
karciпoma paпkreasa, dok ga ishraпa koja se uglavпom sastoji od povrca i voca 
smaпjuje. Pretpostavlja se da iпteпzivпo dugogodisпje koпzumiraпje alkohola 
takode predstavlja faktor rizika. Dugotrajпo izlagaпje karciпogeпim supstaпcama 
u okviru profesije se smatra odgovorпim za mапје od 5% slucajeva karcinoma 
paпkreasa. Kod osoba obolelih od hroпicпog paпkreatitisa rizik је роvесап za 30-
40%, kod diabetesa tipa 2 dva puta, а kod hereditarпog oЫika hroпicпog 
paпkreatitisa, koji је uzrokovan mutacijama u geпu za katjoпski tripsiпogeп, cak 
50 puta (2). Smatra se da је 3-10% slucajeva karciпoma paпkreasa posledica 
пasledпe predispozicije. 
1. 1. З. Biologija karcinoma pankreasa 
Celije karciпoma paпkreasa su teпotipski slicпe duktalпim celijama i 
duktalпog su porekla, ali пiје pozпato od kog tipa celija nastaje ovaj maligпitet. 
Pretpostavlja se da karciпom pankreasa moze пastati od paпkreasпih stem celija 
ili traпsdifereпciraпih egzokriпih ili eпdokriпih celija (4). Najпoviji podaci ukazuju 
па mogucпost da karciпom paпkreasa nastaje od paпkreasпih stelatпih celija, 
subpopulacije celija пormalпog paпkreasпog tkiva sa karakteristikama fibroЬiasta 
(6). Kod ovih celija su u eksperimeпtalпim modelima kao odgovor па osteceпje 
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pankreasnog tkiva zapazene proliferacija, migracija na mesta ostecenja, 
kontraktilnost, fagocitoza i sinteza komponenti ekstracelijskog matriksa, ра је 
verovatno da ove celije u aktiviranom stanju mogu imati Ьitnu ulogu u fibrozi kod 
hronicnog pankreatitisa i karcinoma pankreasa. 
Kroz brojne histopatoloske i klinicke studije pankreasnih neoplazmi 
identifikovana је serija karakteristicnih lezija u pankreasnom tkivu koje imaju 
potencijal da dovedu do invazivnog maligniteta (7, 8). Ovi patoloski stadijumi se 
nazivaju pankreasna intraepitelijalna neoplazma (PaniN, pancreatic 
intraepithelial neoplasm), mucinozna cisticna neoplazma (MCN, mucinous cystic 
neoplasm) i intraduktalna papilarna mucinozna neoplazma (IPMN, intraductal 




Slika 2. Stadijumi razvoja duktalnog adenokarcinoma pankreasa 
PaniN-1, 2, З- stadijumi pankreasne intraepitelijalne neoplazme 
MCN - stadijum mucinozne cisticne neoplazme 
IPMN- stadijum intraduktalne papilarne mucinozne neoplazme 
Najbolje proucen i najcesci tip prekursornih lezija u karcinomu pankreasa 
su PaniN stadijumi, koji se odlikuju nizom morfoloskih razlika u odnosu na 
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normalno tkjvo. Okarakterjsana su tгј PaniN stadjjuma, prj cemu se PaniN 1 
odljkuje pojavom mucjnoznog epjtela, dok kroz stadjjume PaniN 11 ј PaniN 111 
dolazj do sve jntenzjvnjje celjjske ј jedarne dezorganizacjje. Tkjvo u visjm PaniN 
stadjjumima moze da se transformise u invazjvni karcinom pankreasa. 
Pretpostavlja se da se proces maljgne transformacije tkiva u stadijumjma MCN i 
IPMN odvjja na slican nacjn kao ј u PaniN lezjjama. 
1. 1. 4. Molekularna genetika karcinoma pankreasa 
Progresjja premalignjh lezija u invazivnj pankreasni adenokarcinom 
objasnjava se povecanjem broja genetskjh ostecenja sa progresjjom PaniN 
stadijuma (9, 1 О). Najcesci poremecajj genomske DNK u kaгcjnomu pankreasa 
su hromozoms~e аЬегасјје, aktivacjja onkogena, jnaktivacjja tumor supresor 
gena, epigenetsko utisavanje, poremecajj duzjne telomera mutacije 
mjtohondrijalne DNK. U najvecem broju slucajeva karcjnoma pankreasa dolazj 
do aktivacije KRAS onkogena i jnaktivacije tumor supresor gena р16, р53 ј 
SMAD4 (9, 1 0). Najcesce hromozomske aberacije u kaгcjnomu pankreasa su 
gublci hromozoma 9, 17 i 18, na kojjma se nalaze upravo tumor supresor geni 
р16, р53 ј SMAD4. Navedene genetske promene se zbog vjsoke ucestalostj u 
karcjnomu pankreasa smatraju molekularnjm markerjma pankreasne 
karcinogeneze, dok su sve ostale genetske promene relatjvno retke jli 
sporadicne (tabela 1) (1 О, 11 ). 
т ь 1 1 uv t 1 t k"h а еа ces а ost gene s 1 promena u k k arc~nomu pan reasa 
GEN UCESTALOST 
MUTACIJA (%) 
р16 (cyclin-dependent kinase inhiЬitor 2А (melanoma, inhiЬits CDK4)) 80-95 
р53 (ТР53, tumor protein р53) 50-75 
SMAD4 (SMAD family member 4) 55 
KRAS (v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) 75-90 
BRAF (V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog 81) 5-10 
hMLH1 (mutl homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2 (Е. coli)) 4 
hMSH2 (mutS homolщ:j 2, colon cancer, nonpolyposis type 1 (Е. coli)) 
BRCA2 (breast cancer 2, early onset}_ 7-10 
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Vaznu ulogu u karcjnogenezj pankreasa moze jmatj ј poremecena 
ekspresjja maljh RNK, koje ucestvuju u regulacjj j ekspresjje drugjh gena na njvou 
translacjje. Na njjhov potencjjalnj znacaj ukazuje podatak da је preko 50% gena 
za male RNK lokalizovano u regjonjma za koje se zna da su genetskj nestaЬilnj ј 
da su cesto pogoden j rearanzmanjma u kanceru (12). U karcjnomu pankreasa od 
gena za male RNK najcesce је prekomerno eksprjmjran gen za mjR-221 , а 
poznato је da ova ј druge male RNK mogu da utjcu na ekspresjju gena KRAS ј 
р53 . 
Tjpjcan profjl mutacjja u karcjnomu pankreasa obuhvata mutacjje u 
genjma za KRAS, р53 ј р16, dok se jnaktjvacjja gena SMAD4 najcesce javlja u 
komЬinacjjj sa sve trj prethodno navedene mutacjje (1 3). Оо pomenutjh 
genetskjh promena u karcjnomu pankreasa najcesce dolazj odredenjm 
redosledom, prj cemu se aktjvacjja KRAS onkogena ј jnaktjvacjja р16 tumor 
supresor gena mogu· smatratj ranjm , а jnaktjvacjja tumor supresor gena za р53 ј 
SMAD4 kasnjm dogadajjma u pankreasnoj karcjnogenezj (sljka З). 
'NORMAl:NO PANRЁASNO TKIVO Pa;nJN-1 PaniN·2 Pa.niN-3 ADENOКARCINOM PANKREASA 
к~ -----------------------------------------------------
р16 -----------------------------------------
- AKTIVACIJA р53 -------------------------------
- •JNAKTIVACUA SМAD~ --------------------
Sljka З . Hronologjja molekularnjh dogadaja u karcjnomu pankreasa 
Onkogen KRAS se akt jvjгa u skoro svjm slucajevjma karcjnoma 
pankreasa ј mutacjje u geпu KRAS predstavljaju пајсеsсј geпetskj poremecaj u 
ovoj bolestj . Mutacjje koje aktjvjraju опkоgеп KRAS javljaju se u 75-90% 
slucajeva karcjnoma paпkreasa ј пајсеsсе pogadaju kodoп 12, а u maпjem broju 
slucajeva kodoпe 1 З ј 61 gепа KRAS. Gеп KRAS kodjra membraпskj GTP-
vezujucj protejп koj j ucestvuje u sjgпalпoj transdukcjjj posredovaпoj faktorjma 
rasta. Mutacjje dovode do pojave koпstjtutjvпo aktjvпe forme ргоtејпа , koja se 
регmапепtпо пalazj u GTP-vezaпom staпju, ј tjme do koпstjtutjvпe aktjvacjje 
j пtraceljjske sjgпalпe traпsdukcjje. Mutacjje koje dovode do aktjvjгacjje опkоgепа 
KRAS predstavljaju јеdап od пајгапјјјh molekulaгnjh dogadaja u Ьепјgпјm ј гапјm 
maljgпjm lezjjama u paпkreasпom tkjvu . Prjsutпe su u ргјЬiјzпо 30% PaпiN 1 
lezjja (1 0). 
Tumor supresor р16 је jпaktjvjraп u 80-95% slucajeva karcjпoma 
paпkreasa. Cjkljп-zavjsпa kjпaza р16 (CDKN2A/INK4A) ucestvuje' u regulacjjj 
celjjskog cjklusa ј пајсеsсе је jпaktjvjraп tumor supresor u kaгcjпomu paпkreasa . 
Ovaj protejп jпteraguje sa CDK4/CDK6 kompleksom, cjme sprecava formjraпje 
aktjvпog cjkljп D-CDK4/CDK6 kompleksa ј tjme sprecava ulazak u S-fazu 
celjjskog cjklusa. Do gubltka fuпkcjje protejпa р16 moze docj zbog homozjgotпe 
delecjje gепа (oko 40% slucajeva), gubltka heterozjgotпostj praceпog mutacjjom 
па preostalom alelu (oko 40% slucajeva) jlj epjgeпetskjm utjsavaпjem usled 
hjpermetjlacjje promotora (oko 10-15% slucajeva). Gubltak пuklearnog ргоtејпа 
р 16 uocen је kod 30% PaniN 1, 55% PaпiN 11 ј 70% PaпiN llllezjja (10). 
Tumor supresor р53 је jпaktjvjraп u 50-75% slucajeva karcjnoma 
paпkreasa. Protejп р53 је traпskrjpcjoпj faktor kojj reguljse celjjskj cjklus kroz 
regulacjju traпskrjpcjje u smeru zaustavljaпja celjjskog cjklusa jlj apoptoze kao 
odgovor па osteceпja DNK. Do gubltka fuпkcjje ргоtејпа р53 skoro jskljucjvo 
dolazj usled gubltka heterozjgotпostj praceпog mutacjjom па preostalom alelu. 
lnaktjvacjju gепа р53 пајсеsсе uzrokuje mutacjja u egzoпjma 5-8 kojj kodjгaju 
DNK-vezjvпj domeп ovog protejпa . Akumulacjja mutjгanog protejпa р53 u jedru 
uосепа је u PaпiN 111 lezjjama, ра se gubltak funkcjje р53 smatra kasпjm 
dogadajem u patogeпezj karcjпoma paпkreasa (1 0). 
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Tumor supresor SMAD4 se jпaktjvjra vjsoko specjficпo u karcjпomu 
paпkreasa, ра se пjegova jпaktjvacjja smatra geпetskjm dogadajem kojj је 
karakterjstjcaп za ovu bolest. Na osпovu dosadasпjjh jstrazjvaпja ргосепјепо је 
da је gеп SMAD4 jпaktjvjraп u 55% slucajeva kагсјпоmа paпkreasa , ргј cemu se 
u 30% slucajeva radj о homozjgotпoj delecjjj , а u 25% slucajeva о guЬitku 
heterozjgotпostj praceпom mutacjjom па preostalom alelu. lпaktjvacjja gепа 
SMAD4 је verovatпo u vесјпј maljgпjteta kasпj molekularпj dogadaj , sto је, osjm 
za karcjпom paпkreasa, pokazaпo ј za kolorektalпj kапсег (14). GuЬitak fuпkcjje 
ргоtејпа SMAD4 se desava relatjvпo kasпo tokom patogeпeze karcjпoma 
paпkreasa ј uосеп је ј u пekjm tjpovjma пemaljgпjh lezjja u paпkreasu (15, 16, 
17). Расјјепtј kod kojjh је potvrdeпa ekspresjja SMAD4 u paпkreasпom tkjvu 
jmaju vjsu stopu prezjvljavaпja od опјh kod kojjh је gеп SMAD4 jпaktjvjraп (18, 
19). 
lпaktjvacjja tumor supresor gепа SMAD4 u komЬiпacjjj sa aktjvacjjom 
опkоgепа KRAS karakterjstjcпa је za vecjпu slucajeva kагсјпоmа paпkreasa. 
Selektjvпa delecjja gепа SMAD4 u epjtelu paпkreasa пеmа zпасајап efekat па 
razvjce jlj fjzjologjju paпkreasa. Medutjm, ekspeгjmeпtj па mjsevjma su pokazalj 
da defjcjjeпcjja SMAD4 omogucava brzu progresjju пeoplazmj u kojjma је vec 
prjsutпa јеdпа od пekoliko razljcjtjh mutacjja otkrjveпjh u geпu KRAS, G12D (20, 
21) . Dok samo prjsustvo mutacjje KRAS G12D dovodj do пastaпka premaljgпe 
PaпiN lezjje, koja lagaпom progresjjom dovodj do аdепоkагсјпоmа, komЬiпacjja 
mutacjje KRAS G12D ј defjcjjeпcjje SMAD4 dovodj do brzog razvoja tumora пaljk 
IPMN lezjjj, koja predstavlja prekursor аdепоkагсјпоmа . Ргоtејп SMAD4 kao 
tumor supresor karcjпoma paпkreasa Ыokjra progresjju пeoplazmj koje su 
jпdukovaпe KRAS G12D mutacjjom, ра gubltak ргоtејпа SMAD4 u tkjvu koje је 
vec pogodeпo mutacjjom KRAS G12D dovodj do progresjje bolestj. КоmЬiпоvапј 
efekat aktjvacjje опkоgепа KRAS ј jпaktjvacjje tumor supresor gепа SMAD4 
zapazeп је ј u MCN lezjjama (22). Nj jhovo komЬiпovaпo prjsustvo је uосепо ј u 
tkjvu paпkreasa zahvaceпom hгопјспјm paпkreatjtjsom , kojj cesto predstavlja 
osпovu za razvoj karcjпoma paпkreasa (23). 
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1. 2. SMAD4 
1. 2. 1. Gen SMAD4 
Gеп SMAD4 је otkriveп 1996. godiпe , kao geпski lokus koji је de letiraп u 
tkivu karciпoma paпkreasa , zbog cega је izvorпo оzпасеп kao gеп DPC4 
(homozygously deleted iп paпcreatic carciпoma, locus 4) (24). Aпaliza tkiva 
karciпoma paпkreasa је pokazala da u oko 90% slucajeva dolazi do 
homozigotпe delecije regioпa q21.1 па hromozomu 18, u kome је potom mapiraп 
gеп veliciпe 54803Ьр, koji se sastoji od 11 egzoпa (25, 26). Utvrdeпo је da је 
gеп DPC4 strukturпi homolog gепа Mad Drosophi/a melanogaster i gепа sma-2 , 
sma-3 i sma-4 Caenorhabditis e/egans (27, 28) . Geпi Mad i sma u пavedeпim 
orgaпizmima predstavljaju vazпe ucesпike sigпalпog puta koji је пalik humaпom 
sigпalпom putu familije TGF-13 (traпsformiпg growth factor-13), па osпovu cega је 
pretpostavljeпo, а kasпije i potvrdeпo, da i gеп DPC4 vrsi slicпu fuпkciju (29). Na 
osпovu strukturпe i fuпkcioпalпe homologije predlozeпa је vazeca пomeпklatura, 
ра kojoj је svim pripadпicima ove familije gепа dat пaziv SMAD, пastao 
spajaпjem пaziva gепа sma i Mad, раје gеп DPC4 preimeпovaп u SMAD4 (30). 
Ozпaka ovog gепа ро vazecoj пomeпklaturi (SMAD4) u upotrebl је tek od 
пеdаvпо, zbog cega пjegovo obelezavaпje u literaturi jos uvek пiје uпiformпo . 
1. 2. 2. Struktura proteina SMAD4 
Proteiп SMAD4 pripada familiji SMAD proteiпa , iпtracelu l arпih proteiпa 
visoko koпzerviraпe strukture koj i ucestvuju u sigпalпim putevima familije TGF-13. 
Ove proteiпe kodira osam gепа u humaпom i misjem geпomu , cetiri gепа u 
geпomu Drosophila melanogaster i tri gепа u geпomu Caenorhabditis elegans 
(31 ). Od osam sisarskih SMAD proteiпa pet su supstrati za kiпaze iz familije 
TGF-13 receptora i оzпасепi su kao receptorom regulisaп i ili R-SMAD proteiпi. U 
ovu grupu SMAD proteiпa spadaju SMAD1 , SMAD2, SMAD3, SMAD5 i SMAD8. 
Proteiпi SMAD6 i SMAD7 su оzпасеп i kao iпhiblto rп i ili 1-SMAD proteiпi , ј е г 
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interferiraju sa interakcijom SMAD proteina i TGF-~ receptora ili sa medusobnim 
interakcijama SMAD proteina (32). Protein SMAD4, oznacen kao zajednicki 
SMAD ili Co-SMAD (common SMAD), је kljucni intermedijerni molekul u svim 
signalnim putevima familije TGF-~ i ostvaruje ligand-zavisnu interakciju sa svim 
R-SMAD proteinima (33, 34). 
Svi SMAD proteini su molekuli od oko 500 amino-kiselina, koje karakterisu 
dva visoko konzervirana globularna domena razdvojena linker regionom (slika 4). 
Protein SMAD4 ima visok stepen primarne strukturne homologije sa drugim 
SMAD proteinima, ali se znacajno razlikuje u sekundarnoj strukturi sva tri 
domena i njihovim funkcionalnim karakteristikama. 
R-Sma 
Smadl, Smad2, 




















Slika 4. Shematski prikaz strukture SMAD proteina 
Aminoterminalni МН1 (Mad-homology 1) domen proteina SMAD4 ima 
ulogu u interakciji sa DNK i autoinhiЬiciji, а staЬilizuje se cvrstim vezivanjem 
atoma cinka. Kontakt МН1 domena sa DNK se ostvaruje preko visoko 
konzervirane "beta-hairpin" strukture ("ukosnice"), koja se nalazi u regionu L43-
R1 35. Mutacije u ovom regionu dovode do promena u afinitetu vezivanja proteina 
SMAD4 za DNK (35). 
Ljnker regjon је fleksjbllnj segment protejna SMAD4 sa vjsokjm sadrzajem 
amjno kjseljne proljna. Ovaj regjon sadrzj sjgnal za nukleaгnj eksport (nuclear 
export sjgnal, NES). 
Karboksjtermjnalnj МН2 (Mad-homology 2) domen је vjsoko konzervjran u 
svjm SMAD protejnjma. Efektorska funkcjja protejna SMAD4 је locjrana u ovom 
domenu, а omogucava је regjon bogat baznjm amjno-kjseljnama, kojj jnteraguje 
sa fosforjljsanjm regjonom R-SMAD protejna. 
Aktjvacjonj domen, SAD (SMAD4 actjvatjon domajn), zahvata delove 
ljnker regjona ј МН2 domena, а cjnj ga 47 amjno-kjseljna. Ovaj domen је kljucan 
za sjgnalnj odgovor protejna SMAD4, јег posreduje jnterakcjje sa aktjvatorjma ј 
represoгjma transkrjpcjje (34). Regjon kojj omogucava ljgand-zavjsnu aktjvacjju 
SAD nalazj se u МН1 domenu protejna SMAD4. 
1. 2. З. Funkcija proteina SMAD4 
Protejn SMAD4 је zajednjckj jntracelularnj medjjator sjgnalnjh puteva 
famj ljje TGF-13, kojj kod coveka obuhvataju ukupno 42 protejna (31, 36). Ovaj 
sjgnalnj put se aktjvjra preko famjljje cjtokjna TGF-13. Sjgnal se prenosj preko 
transmembranskjh receptornjh seгjn/treonjn kjnaza, а glavnj efektornj molekulj u 
cjtoplazmj su SMAD protejnj, kojj Ьivaju fosfoгjljsanj aktjvjгanjm TGF-13 
receptorjma prenose sjgnal kroz medusobne homooljgomerne 
heterooljgomerne jnterakcjje (37) (sljka 5). 
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Sljka 5. Shematskj prjkaz molekularnjh dogadaja u sjgnalnom putu TGF-f3 
TBR-1- TGF-~ receptor tipa 1 
TBR-11- TGF-~ receptor tipa 11 
Р - mesto fosforilacije 
R-SMAD- regulatorni SMAD protein 
Clanovj famjljje cjtokjna TGF-f3 su djmeгnj ljgandj kojj se ро aktjvacjjj 
sjgnalnog puta vezuju za homodjmere TGF-f3 receptora ј promovjsu stvaranje 
heterotetramernjh kompleksa. Kjnaza TBR-11 (TGF-f3 type 11 receptor) ро aktjvacjjj 
ljgandom fosforjljse molekul TBR-1 (TGF-f3 type 1 receptor), kojj jndukuje 
fosforjlacjju R-SMAD protejna, njjhovu translokacjju u jedro ј nastanak 
heterooljgomernjh kompleksa jzmedu fosfoгjljsanjh protejna R-SMAD ј SMAD4 
(38, 39) (sljka 5). Protejn SMAD4 је konstjtutjvno fosforjljsan u cjtoplazmj ј njvo 
njegove fosforjlacjje se ne menja nakon stjmulacjje celjja sa TGF-f3 (38). 
Fosforjlacjja R-SMAD protejna, koj j se u neaktjvnom nefosfoгjljsanom stanju 
neprekjdno krecu jzmedu cjtoplazme ј jedra, dovodj do njjhove akumulacije u 
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jedru i interakcije sa proteinom SMAD4. U kompleks formiran od proteina R-
SMAD i SMAD4 se potom inkorporiraju odredeni kofaktori za vezivanje za DNK, 
koji vrse selekciju gena za ciji се se regulatorni region kompleks vezati i 
regrutaciju odgovarajucih transkripcionih koaktivatora ili korepresora. Dejstvo 
signalnog puta TGF-~ se prekida defosforilacijom R-SMAD proteina, ali tacan 
mehanizam ovog procesa jos uvek nije poznat. Na opisani nacin је regulisano 
nekoliko stotina gena, pri cemu se oko dve trecine od ovog broja ро aktivaciji 
signalnog puta TGF-~ aktivira, а oko jedne trecine reprimira (36). 
Protein SMAD4 ima centralnu ulogu u svim signalnim putevima familije 
TGF-~, kao heterooligomerizacioni inetrakcioni partner svih drugih SMAD 
molekula. Protein SMAD4 ima ulogu i u aktivaciji transkripcije u jedru, koju 
ostvaruje u kompleksu sa drugim SMAD proteinima (29). Preko domena МН1 
protein SMAD4 omogucava vezivanje kompleksa za DNK molekul, dok se preko 
domena МН2 ostvaruje aktivacija neophodna za stimulaciju transkripcije (40, 41, 
42, 43, 44). Overekspresija gena SMAD4 је dovoljna da indukuje aktivaciju 
ekspresije gena koji dovode do zastoja u celijskom ciklusu, sto predstavlja 
karakteristicnu posledicu aktivacije TGF-~ signalnog puta (45, 46, 47). 
Nukleotidne sekvence za koje se vezuju SMAD proteini oznacene su kao 
SBE (SMAD Ьinding element) sekvence. Nije precizno odredeno koja mesta u 
genomskoj DNK prepoznaju SMAD proteini, ali se smatra da se uglavnom vezuju 
za sekvencu GTCTG i komplementarnu CAGAC, а cesto i za regione bogate GC 
parovima nukleotida (48) . Za visok afinitet i selektivnost proteina TGF-~ 
signalnog puta odgovorno је prisustvo mesta vezivanja za odgovarajuce 
kofaktore u Ыizini SBE sekvence (49). Odredene mutacije koje mapiraju u 
domenu МН 1 proteina SMAD4 dovode do smanjenja ili potpunog odsustva 
ekspresije gena koji sadrze SBE, usled narusavanja vezivanja proteina SMAD4 
za DNK (50). 
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1. 2. 4. Regulacija ekspresije gena SMAD4 
Bazalnj njvo ekspresjje protejna SMAD4 је utvrden u svjm tkjvjma. Sa 
ovog gena se prepjsuje jnformacjona RNK duzjne 8789 nukleotjda, а protejn је 
veljcjne 552 amjno-kjseljne (25, 26). 
О regulacjjj ekspresjje gena SMAD4 u ljteraturj postojj vrlo malo podataka. 
Promotor gena SMAD4 okarakteгjsan је 1998. godjne, alj su njegova struktura ј 
funkcjja jos uvek nedovoljno jzucene (51) (sljka 6). Mesto sa kog otpocjnje 
transkrjpcjja mapjrano је 1 32Ьр uzvodno od mesta sa kog otpocjnje translacjja, а 
bazalnj promotor obuhvata oko 1 ,4kb, od -1 ,2kb do +0,2kb u odnosu na mesto sa 
kog otpocjnje transkrjpcjja. Ovaj promotor ne sadгzj ТАТА boks ј GC ostrvca, alj 
sadгzj strukturu naljk ТАТА boksu (ТААААТ), koja se nalazj 32Ьр uzvodno od 
mesta sa kog otpocjnje transkrjpcjja. Softverska analjza promotora gena SMAD4 
ukazala је da se u okvjru ovog regjona nalaze potencjjalna mesta vezjvanja za 
protejne АР-1, Pjt-1, F2F ј НохА-5 , kojj ucestvuju u regulacjjj 6eljjskjh sjgnalnjh 
puteva. Protejn АР-1 (actjvator protejn 1) је unjverzalnj transkrjpcjonj faktor kojj 
ucestvuje u regulacjjj djferencjjacjje, proljferacjje ј apoptoze 6eljja u odgovoru na 
raznovrsne 6eljjske stjmuluse (25). Protejnj Pjt-1 (pjtujtary-specjfjc posjtjve 
transcrjptjon factor 1) ј F2F (prolactjn receptor) su tkjvno-specjfjcnj transkгjpcjon j 
faktorj kojj jmaju ulogu u razvj6u endokгjnog sjstema ј sjntezj hormona (25) . 
Protejn НохА-5 (homeobox protejn А5) spada u grupu Нох protejna kojj jmaju 
vaznu ulogu u morfogenezj, segmentacjjj ј djferencjjacjjj embгjona, а za koje ј е 
karakterjstjcna tkjvno- ј vremenskj-specjfjcna ekspresjja u embrjonalnom razvjcu 
(25). U promotoru gena SMAD4 pгjsutno је vjse od deset ТМТ boksova za koje 
se mogu vezatj mnogj protejnj jz Нох famjljje , ра se pretpostavlja da se ј drugj 
protejnj osjm НохА-5 vezuju u ovom regjonu ј reguljsu ekspresjju gena SMAD4 
tokom embrjonalnog razvjca. 
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TGTGCAACCA ТСАССАТТАТ CAATTTTTAG GACTTTTTCA ТТАТААСААА ААААСАССАТ ACCCATTAGC AGTCATTCCT -1126 
АР-1 
САТТССССТТ CCTCCCAGGC CCTGGCAACC ACTGATTTAC ТТТСТGТСТС ТGTGGATTTG AATATTCTGT АТАТТТСАТА -1 046 
TAAATCGGGA ТТАТ~ ТGTGACCTTT TGTCACTGAC ТТСТТТСАСТ TAGCATGTGT TTCCGAGGCT TATCCATGTA - 966 
~TGTT TAGTACTTTA ТТСТТТТТТА TGGTTG~TTTCGTT GTATGGAATT TTATCTATGC ATTCATCAGT - 886 
TGATGGACAT TTGAGTTGTA TCCATTATGA ACAACGCTGC TATGAACATT CAТGTACAGG TTTGTGTGGA CATGGGTTTT - 806 
САТТТСССТС AAGTACAAGT GTGAAGAGTA CAATTGCTGG GTCATATTTA CTCTGTTTAA CATTTTGTAT ITAAT~CCAGA -726 
СТGТТТСССА AAGTACCTGT GCCATTTT~CCAGCA CCAAGGAGTG AGGGTCCAAT TTCTCGGCTT СТТСААТАСТ - 646 
TATTATTGTC TTTTTGATAT АТССАТСТСА GTAGGTATGA AGTAGCAGCT CATTGTGGTT TTGATTTTCA TTTCCдlfAAтl -566 
Pit-1 
GT~TC GAGCATCTTT CATGTGCTTA TTGGCCATCG TCTTTGGAGA AGТGTCCTTT АААТССТТТТ GTTCATTTCT - 486 
AAATTGGGGT ТТТТТТТТТТ TTTT~G GTCTCTTTTA ACAAAGGTGA GTGTTAACTG CTAGGTAGAA ТТТСАТАССА -406 
GGCGATGGTA ААТТТТТСАТ AAATATTAGT AATAGACTTT TAGGTTTAAC TAGTGCTGAT ССТСАТАА~СТТТАА - 326 
Pit-1 
AAAAGTGCTG GTAAGATTTT CCTTTAAGGT GACCAGTAAA GCCAGTAAGA CTTGATTGAG CATGCCACTA TCGifAAтpAG - 246 
AAGACCTAAC Т~ТТТ TTGGAAТGTC AAAAACAGТG АСАТТТТААТ ТАА~Т ТАТТТТТААА ААТТАТТТТТ - 166 
F2F F2F НохА-5 
AATGGdТAAтl ATTTTGTAAG AATTTTAAGT ААТТТТСААС TCTGAGCATC АААТТТТААТ TATGТGCATT GAATCTCTGA - 86 
F2F F2F 
CTTAACCAGA GCAATTTCAT СТТТТСССАА GTAGTCAGAT CTACTTCGTA AAAТGTGTTC ТGATGТGTGT СТТТТТТТТТ - 6 
~ Transcription start site TATA-like Ьох 
ТТСТТТТТТА GGTTATCCTG AATACATGTC ТААСААТТТТ CCTTGCAACG TTAGCTGTTG TTTTTCACTG TTTCCAAAGG +75 
+1 
ATCAAAATTG CTTCAGAAAT TGGAGACATA TTTGATTTAA AAGGAAAAAC ТТGААСАААТ GGACAATATG ТСТАТТА .. . +155 
Slika 6. Prikaz sekvence DNK promotora gena SMAD4 
tf АА lj- potencijalna mesta vezivanja proteina Н ох familije 
АР- 1 , Pit-1 , F2F i НохА-5- potencijalna mesta vezivanja proteina 
+1 - mesto sa kog otpocinje transkripcija 
TATA-Iike Ьох- struktura nalik ТАТА boksu 
Nedavno је pokazano da region od 655Ьр uzvodno od prvog 
nekodirajuceg egzona gena SMAD4 i 16kb uzvodno od mesta sa kog otpocinje 
translacija takode ima promotorsku aktivnost, ali njegova uloga jos uvek nije 
razjasnjena (52). Ovaj region sadrzi ТАТА boks i GC ostrvca, kao i potencijalno 
mesto vezivanja za transkripcioni faktor SP1 . 
1. 2. 5. Fizioloska uloga proteina SMAD4 
Signalni putevi familije TGF-13 regulisu vazne celijske procese: deobu, 
diferencijaciju, migraciju, adheziju i umiranje cel ija. Као ucesnik signalnog puta 
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TGF-13 protejn SMAD4 jma veoma vaznu ulogu u razvjcu , sto је potvrdeno 
eksperjmentjma na mjsevjma, сјјј protejn SMAD4 jma 88% homologjje sa 
humanjm (53). Sjgnalj posredovanj molekulom SMAD4 su kod mjsa neophodnj 
za proljferacjju epjЬiasta , formacjju jajnog cjljndra ј jndukcjju mezoderma (54). 
Mjsevj kojj su homozjgotj za mutacjje u genu SMAD4 umjru sedmog dana 
embrjogeneze, dok heterozjgotnj mutantj razvjjaju gastrojntestjnalne poljpe ј 
tumore u peгjodu od 6 do 12 mesecj starostj (55, 56, 57). 
Molekulj famjljje TGF-13 su potentnj jnhjbltorj celjjske proljferacjje ј mnoge 
maljgne celjje jmaju smanjenu osetljjvost na jnhjblcjju rasta posredovanu ovjm 
molekuljma. Gubltak funkcjje protejna SMAD4 dovodj do gubltka jnhjblcjje 
procesa rasta ј povecanja proljferacjje celjja kroz povecanu aktjvnost TGF-13 
sjgnalnog puta (58). Uloga gena SMAD4 kao tumor supresora је potvrdena u 
eksperjmentjma na mjsevjma (59). Da је protejn SMAD4 deo sjgnalnog puta 
TGF-13 ј da posreduje njjme jndukovanu jnhjblcjju rasta dokazano је ј 
eksperjmentjma na humanjm celijama u kulturj (60). Uvodenje protejna SMAD4 u 
celjjsku ljnjju humanog kaгcjnoma pankreasa, jako ne dovodj do obnavljanja 
senzjtjvnostj na TGF-13, suprjmjгa formjranje tumora in vivo ј utjce na 
angjogenezu kroz smanjenje ekspresjje vaskularnog endoteljjalnog faktora rasta ј 
povecenje ekspresjje trombospondjna-1 (61 ). Celije sa homozjgotnom delecjjom 
gena SMAD4 mogu deljmjcno da prevazjdu nedostatak protejna SMAD4 u 
sjgnaljzacjjj kroz jos uvek neobjasnjen mehanjzam, sto ukazuje na verovatno 
postojanje ј SMAD4-nezavjsnog TGF-13 sjgnalnog puta (62). 
1. 2. 6. lnaktivacija gena SMAD4 u patofizioloskim stanjima 
lnaktjvacjja gena SMAD4 је karakteгjstjcna za karcjnom pankreasa, ргј 
cemu se cesce javlja u celjjskjm ljnjjama u odnosu na prjmarnj adenokarcjnom 
(24, 63). Mutacjje u genu SMAD4 njsu otkrjvene u slucajevjma famjljjarnog 
karcjnoma pankreasa, сјја se genetska osnova razljkuje u odnosu na 
nefamjljjaгnj oЬijk bolestj (64). 
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Famjljjarпj juveпjlпj poljposjs је оЬоlјепје koje se пasleduje autozomпo­
domjпaпtпo ј uzrokovaпo је pгjsustvom mutacjja u geпu SMAD4. Ovu bolest 
karakteгjsu razvoj poljpa gorпjeg ј doпjeg gastrojпtestjпalпog trakta u гапој 
mladostj , kao ј povjseпj rjzjk za razvoj gastгojпtestjпalпjh kапсега (65). Kod 
расјјепаtа oboleljh od ove bolestj mutacjje gепа SMAD4 pгjsutпe su u 
geгmjпatjvпjm celjjama ј uglavпom dovode do пekompletпe traпskrjpcjje ј do 
skracjvaпja ргоtејпа SMAD4 u karboksjtermjпalпom regjoпu , cjme је osteceпa 
пjegova погmаlпа fuпkcjja (66, 67, 68). 
Mutacjje u geпu SMAD4 se javljaju ј u drugjm maljgпjtetjma, alj u relatjvпo 
malom broju slucajeva (<10%) (69). Qsjm u karcjпomu paпkreasa, do jпaktjvacjje 
gепа SMAD4 пајсеsсе dolazj u kolorektalпom kaпceru (70, 71, 72, 73, 74, 75). 
Mutacjje u geпu SMAD4 su takode otkгjveпe, alj sa vrlo malom ucestaloscu, u 
tumorjma prostate, dojke, јајпјkа, pluca, Ьiljjarпog trakta, stjtпe zlezde, vrata ј 
glave (71, 76, 77, 78, 79, 80) . Otkгjveпo је da su mutacjje u geпu SMAD4 takode 
prjsutпe u пeoplazjjama udruzeпjm sa hroпjcпjm ulcerozпjm koljtjsom ј 
Kroпovom bolescu (81). U пeuroЫastomu traпskгjpt gепа SMAD4 moze da se 
jskraja па razljcjte пасјпе ј uосепе su dve varjjaпte kojjma пedostaju egzoпj 5 ј 6, 
оdпоsпо egzoпj 4-6 (82) . lпaktjvacjja gепа SMAD4 је vrlo redak dogadaj u 
tumorjma eпdokrjпog paпkreasa, sto ukazuje па пjjhovo razljcjto geпetjcko 
poreklo (83, 84, 85). 
1. 2. 7. Mehanizmi inaktivacije gena SMAD4 u karcinomu pankreasa 
Fuпkcjja tumor supresor gепа u maljgпoj celjjj moze Ьitj poremeceпa 
usled geпetskjh ј epjgeпetskjh promeпa. Geпetske promeпe podrazumevaju 
delecjju kompletпog gепа jlj prjsustvo geпskih mutacija, dok epjgeпetske 
promeпe podrazumevaju promeпe пasledeпog staпja geпske ekspresjje. Тгј 
пајсеsса пасiпа iпaktivacije tumor supresor gепа su homozjgotпa delecija gепа 
jli hromozoma, gubltak jedпog gепа ili hromozoma (gubltak heterozigotnosti) 
ргасеп mutacijom па preostalom alelu i hipermetilacija promotora (86). 
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Homozigotna delecija је najcesci mehanizam inaktivacije tumor supresor 
gena SMAD4. U karcinomu pankreasa uglavnom dolazi do homozigotne delecije 
kompletnog hromozoma 18, а nesto rede do delecije hromozomskog regiona 
q21, u kome se nalazi gen SMAD4. 
Mutacije u genu SMAD4 su cest dogadaj u karcinomu pankreasa, а 
njihovo prisustvo је uoceno u razlicitim regionima gena (26, 87). Konzervirani 
karboksiterminalni domen proteina SMAD4 odgovoran је za vecinu ligand-
specificnih efekata, ра је stoga i primarni target tumorigene inaktivacije. 
Karboksiterminalni domen proteina SMAD4 formira trimer kroz konzervirane 
meduproteinske interakcije, ра upravo u regionima koji ucestvuju u interakciji 
mapira velika vecina mutacija karakteristicnih za tumore, koje ometaju 
homooligomerizaciju in vitro i in vivo (88). Dok mutacije u karboksiterminalnom 
domenu direktno pogadaju efektorsku funkciju proteina SMAD4, mutacije u 
aminoterminalnom domenu dovode do povecanja afiniteta ovog domena za 
karboksiterminalni domen, cime posredno inhiЬiraju interakciju proteina SMAD4 
sa drugim SMAD proteinima (89). 
Mehanizam inaktivacije tumor supresor gena putem hipermetilacije 
podrazumeva metilovanje GC ostrvaca u 5' nekodirajucem regionu, koja su u 
normalnom fizioloskom stanju nemetilovana (90, 91 , 92). Do aberantne metilacije 
moze da dode vec u najranijim stadijumima progresije tumora, sto moze dalje 
dovesti do guЬitka kontrole celijskog ciklusa, promena funkcije transkripcionih 
faktora, narusavanja normalnih celijskih interakcija, inaktivacije puteva signalne 
transdukcije, guЬitka signala za apoptozu genetske nestaЬilnosti. 
Hipermetilacija 5' regulatornog regiona gena SMAD4 do sada nije uocena u 
karcinomu pankreasa. 
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1. З. CILJ RADA 
Mehaпjzmj jпaktjvacjje gепа SMAD4 u karcjпomu paпkreasa su relatjvпo 
slabo prouceпj. Pozпato је da u vjse od polovjпe slucajeva karcjпoma paпkreasa 
dolazj do jпaktjvacjje gепа SMAD4 usled gubltka оЬе kopjje jlj delecjje јеdпе 
kopjje gепа ргасепе pojavom mutacjje па drugoj kopjjj, Do sada пjsu otkrjveпj 
drugj mehaпjzmj jпaktjvacjje gепа SMAD4 u karcjпomu paпkresa, alj su u drugjm 
maljgпjm bolestjma (eпdometrjjalпom kaпceru ј karcjпomu prostate) otkгjveпe 
geпetske ј epjgeпetske ргоmепе u 5' regulatorпom regjoпu gепа SMAD4, za 
koje se pretpostavlja da dovode do poremecaja пjegove ekspresjje (93, 94) . О 
ekspresjjj gепа SMAD4 postojj vrlo malo podataka u ljteraturj . Okarakterjsaп је 
promotor odgovoraп za оsпоvпј пјvо ekspresjje ovog gепа, ali rezultatj пekjh 
skorjjjh jstrazjvaпja ukazuju da је regulacjja пjegove ekspresjje verovatпo mпogo 
slozeпjja пеgо sto se do sada smatralo (51, 52). 
Ovaj rad је Ьiо usmereп па aпaljzu geпetskjh ј epjgeпetskjh promeпa u 
delovjma 5' regulatorпog геgјопа gепа SMAD4 kao poteпcjjalпjh mehaпjzama 
jп aktjvacjje gепа SMAD4 u karcjпomu paпkreasa . Апаlјzјгапо је ј prjsustvo 
mutacjje u kodoпu 12 gепа KRAS. Rad је takode obuhvatjo jzucavaпje 
пavedeпjh ргоmепа u kolorektalпom kaпceru, bolestj u kojoj је, uz karcjпom 
paпkreasa, gеп SMAD4 пајсеsсе jпaktjvjraп. 
Cjljevj ovog rada su sledecj: 
1. Aпaljza tkjva karcjпoma paпkreasa па prjsustvo geпetskjh varjjaпtj u 
promotoru gепа SMAD4, u regjoпu ргјЬiјzпе veljcjпe 800Ьр kojj obuhvata okoljпu 
prvog kodjrajuceg egzoпa, а u okvjru kog se пalazj bazalпj promotor. 
2. Aпaljza tkjva karcjпoma paпkreasa па pгjsustvo metilacjje u delu 5' 
regulatorпog regjoпa gепа SMAD4 prjЬijzпe veljcjпe 400Ьр kojj obuhvata prvj 
пekodjгajucj egzoп bogat poteпcjjalпjm mestjma metjlacjje. 
З. Aпaljza tkjva kolorektalпog kапсега па prjsustvo geпetskjh varjjaпtj 
otkrjveпjh u geпu SMAD4 u karcjпomu paпkreasa. 
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4. Funkcionalna analiza otkrivenih genetskih varijanti promotora SMAD4 i 
procena njihovog znacaja za molekularne mehanizme koji leze u osnovi 
karcinoma pankreasa i kolorektalnog kancera. 
5. Analiza uticaja prisustva otkrivenih genetskih varijanti u promotoru gena 
SMAD4 па vezivanje jedarnih proteina za ovaj region i procena njihovog znacaja 
za regulaciju ekspresije gena SMAD4. 
6. Analiza prisustva mutacije u kodonu 12 gena KRAS u tkivu karcinoma 
pankreasa u korelaciji sa prisustvom genetskih varijanti u promotoru gena 
SMAD4. 
7. Procena primenljivosti otkrivenih genetskih varijanti kao molekularnih 
markera u dijagnostici i pracenju toka karcinoma pankreasa. 
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2. MATERIJAL 1 METODE 
2. 1. lspitanici 
Ovo istrazivaпje је obuhvatilo 55 ispitaпika koji su u periodu od 2004. do 
2008. godiпe па osпovu kliпicke dijagпoze karciпoma paпkreasa podvrgпuti 
proceduri -operativпog uklaпjaпja tumora па Prvoj hirurskoj kliпici Kliпickog сепtга 
SrЬije u Beogradu, а od kojih su za aпalizu uzeti uzorci odstraпjeпog 
paпkreasпog tkiva. lstrazivaпje је takode obuhvatilo 50 ispitaпika kod kojih је u 
periodu od 2002. do 2006. godiпe postavljeпa kliпicka dijagпoza karciпoma 
paпkreasa па Odeljeпju za gastroeпterologiju Kliпickog сепtга SrЬije u 
Beogradu, а od kojih su za aпalizu uzeti uzorci periferпe krvi. Kod svih ispitaпika 
ukljuceпih u studiju kliпicka dijagпoza karciпoma paпkreasa је postavljeпa па 
osпovu пalaza abdomiпalпog ultrazvuka i rezultata skeпiraпja metodom spiralпe 
kompjuterizovaпe tomografije. Dostupпi podaci za sve ispitaпike sa 
dijagпostikovaпim karciпomom paпkreasa ukljuceпe u istrazivaпje dati su u 
tabelama 2 i З. 
U ovo istrazivaпje је Ьilo ukljuceпo 50 ispitaпika koji su u periodu od 2004. 
do 2006. godiпe па osпovu kliпicke dijagпoze kolorektalпog kапсега podvrgпuti 
proceduri operativпog uklaпjaпja tumora па Prvoj hirurskoj kliпici Kliпickog сепtга 
SrЬije u Beogradu. Od ispitaпika sa kolorektalпim kaпcerom Ьili su dostupпi 
uzorci DNK izolovaпi iz tkiva kolorektalпog kапсега i periferпe krvi . Kod svih 
i spitaпika ukljuceпih u studiju kliпicka dijagпoza kolorektalпog kапсега је 
postavljeпa па osпovu aпalize Ьiopsije uzorka kolorektalпog tkiva doЬijeпog 
koloпoskopijom. Dostupпi podaci za sve ispitaпike sa kolorektalп im kaпcerom 
ukljuceпe u istrazivaпje dati su u tabeli 4. 
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Nakoп operativпog zahvata uzorci tkiva odstraпjeпog tumora aпaliziraпi 
su histopatoloski radi potvrde kliпicke dijagпoze. Stadijum tumora za karciпom 
paпkreasa i kolorektalпi kапсег је odredivaп па osпovu TNM klasifikacije 
maligпih tumora zasпovaпoj па kriterijumima predlozeпim od straпe udruzeпja 
Americaп Joiпt Committee оп Сапсег (АЈСС) (95). U okviru histopatloske TNM 
klasifikacije odreduju se tri parametra: stepeп u kome је tkivo zahvaceпo 
tumorom i пjegova veliciпa (Т1-Т4), stepeп iпfiltracije lokalпih limfпih cvorova 
tumorom (N1-NЗ) i metastaze tumora u udaljeпa tkiva (М1) . U tabelama su za 
sve pacijeпte dati parametri Т i N, dok је parametar М izostavljeп, јег se za 
karciпom paпkreasa i kolorektalпi kапсег пајсеsсе пе moze odrediti rutiпskom 
histopatoloskom aпalizom. 
Za sve ispitaпike su Ьili dostupпi podaci о polu i starosti па postavljaпju 
dijagпoze. Za ispitaпike sa karciпomom paпkreasa i kolorektalпim kaпcerom ciji 
su uzorci tkiva aпaliziraпi Ьili su dostupпi podaci о histopatoloskoj dijagпozi i 
stadijumu tumora. Za ispitaпike sa karciпomom paпkreasa ciji su uzorci periferпe 
krvi aпaliziraпi Ьili su dostupпi podaci о porodicпoj aпamпezi i prisutпim pozпatim 
faktorima rizika za karciпom paпkreasa. 
23 
Tabela 2. Karakteristike ispitanika sa klinickom dijagnozom karcinoma pankreasa 
ciji su uzorci tumorskog tkiva analizirani 
OZNAКA POL STAROST NA HISTOPATOLOSКA TNM STADIJUM 
UZORКA DIJAGNOZI DIJAGNOZA TUMORA 
А1 м 50 karcinom pankreasa ТЗ N1 
К2 м 64 karcinom pankreasa Т2 N1 
дЗ z 59 karcinom pankreasa ТЗ N1 
А4 z 52 karcinom pankreasa ТЗ N1 
А5 z 49 karcinom pankreasa ТЗ N1 
Аб м 61 karcinom pankreasa Т4 NX 
А? м 44 karcinom pankreasa ТЗ NO 
А8 z 42 karcinom_pankreasa ТЗ N1 
А9 м 5З karcinom pankreasa ТЗ NO 
А10 м 67 karcinom pankreasa ТЗ N1 
А11 м 62 benigni tumor pankreasa -
А12 м 51 karcinom pankreasa ТЗ N1 
А1З z 52 karcinom pankreasa ТЗ NO 
А14 м 44 karcinom pankreasa ТЗ N1 
А15/А16 м 70 karcinom pankreasa ТЗ N1 
А17 м 51 karcinom pankreasa ТЗ N1 
А18/А19 м 62 karcinom pankreasa ТЗ NO 
К2.0 м 51 karcinom pankreasa ТЗ N1 
К2.1 м 54 karcinom pankreasa ТЗ N1 
К22/К2З z 64 karcinom pankreasa ТЗ N1 
К24 z 5З karcinom pankreasa ТЗ NO 
К2.5 z 72 karcinom pankreasa ТЗ NO 
К26/К27 м 69 karcinom pankreasa ТЗ N1 
К28 м 62 karcinom pankreasa ТЗ N1 
К2.9 м 42 hronicni pankreatitis -
АЗО z 6З karcinom pankreasa Т1 NO 
АЗ1 z 47 karcinom pankreasa ТЗ N1 
АЗ2 м 5З karcinom pankreasa ТЗ N1 
АЗЗ/АЗ4 z 49 karcinom pankreasa ТЗ N2 
АЗ5 м 70 karcinom pankreasa Т2 N1 
АЗ6 м 54 karcinom pankreasa Т2 N1 
дЗ? z 62 karcinom pankreasa ТЗ N1 
АЗ8 м 61 karcinom pankreasa ТЗ N1 
АЗ9 м 67 cisticna distrofija pankreasa -
А40 м 49 cisticna distrofija pankreasa -
А41 z 52 hronicni pankreatitis -
А42 z 55 karcinom pankreasa ТЗ N1 
А4З м 47 karcinom pankreasa ТЗ N1 
А44 м 5З karcinom pankreasa Т4 N1 
А45 z 62 karcinom pankreasa ТЗ N1 
А46 z 49 karcinom pankreasa ТЗ N2 
А47 м 71 karcinom pankreasa Т4 N2 
А48 м 54 karcinom pankreasa ТЗ N2 
А49 м 57 karcinom pankreasa Т4 N2 
А50 z 69 karcinom pankreasa ТЗ N1 
А51 м 65 karcinom pankreasa ТЗ N2 
А52 м 45 karcinom pankreasa ТЗ N2 
А5З z 52 karcinom pankreasa ТЗ N2 
А54 м 5З karcinom pankreasa Т4 N2 
А55 м 6З karcinom pankreasa ТЗ N1 
А56 м 65 karcinom pankreasa ТЗ N1 
А57 z 49 karcinom pankreasa ТЗ N1 
А58 м 64 karcinom pankreasa ТЗ N1 
А59 м 54 karcinom pankreasa Т4 N2 
Аб О м 48 karcinom pankreasa ТЗ N2 
24 
Tabela З. Karakteristike ispitanika sa klinickom dijagnozom karcinoma pankreasa 
ciji su uzorci periferne krvi analizirani 
OZNAКA POL STAROST NA PORODICNA ANAMNEZA POZNATI FAКТORI RIZIКA ZA 
UZORКA DIJAGNOZI КARCINOM PANKREASA 
1А м 54 - diabetes 
2А м 75 - hronicni pankreatitis 
4А м 76 - hronicni pankreatitis 
5А м 63 - hronicni pankreatitis 
БА z 56 - hronicni pankreatitis 
7А z 41 - holecistektomija 
ВА z 70 - -
11А z 65 - -
13А м во - holecistektomiia 
14А м 56 - -
15А м 54 - -
17А z 71 - kalkuloza holeciste 
18А м 66 - -
20А м 67 - -
22А м 62 - diabetes 
23А z 43 - duodenalni ulkus 
24А м 41 - diabetes, hronicni pankreatitis 
27А z 78 - karcinom besike 
30А м 74 - diabetes, holecistektomija 
31А м 58 sestra karcinom iainika diabetes 
32А м 61 otac karcinom jetre -
33А z 52 - -
34А м 46 - -
35А z 66 - -
36А м 52 - -
37А м 57 - -
38А м 53 otac karcinom pluca -
39А м 65 majka holecistektomija -
40А м 68 - -
41А м 62 - -
43А м 70 - -
44А z 61 - -
46А м 54 - holecistektomiia 
47А z 58 - diabetes 
49А м 51 - -
50А м 69 - -
51А м 77 - -
52А z 61 - -
53А м 36 - -
54А z 70 - -
55А z 71 - holecistektomiia 
56А м 56 majka karcinom uterusa diabetes 
57А z 68 - -
58А z 55 - diabetes 
59А z 65 - diabetes 
60А м 69 sestra karcinom jetre diabetes 
61А м 40 - -
62А z 46 - -
63А м 77 otac karcinom besike holecistektomДa 
64А z 71 - duodenalni ulkus 
25 
Tabela 4 . Karakteristike ispitanika sa histopatoloskom dijagnozom kolorektalnog 
kancera ciji su uzorci tumorskog tkiva i periferne krvi analizirani 
OZNAКA POL STAROST NA TNM STADIJUM 
UZORКA DIJAGNOZI TUMORA 
CRC1 м 62 Т3 NO 
CRC2 м 59 Т1 NO 
CRC3 z 57 Т1 N1 
CRC4 м 63 Т3 NO 
CRC5 м 72 Т2 NO 
CRC6 м 71 Т1 NO 
CRC7 z 67 Т3 NO 
CRC8 z 52 Т1 N1 
CRC9 м 69 Т1 NO 
CRC10 м 61 Т3 NO 
CRC11 м 57 Т1 N1 
CRC12 z 46 Т3 NO 
CRC13 z 74 Т2 NO 
CRC14 z 59 Т3 N1 
CRC15 м 57 Т2 N1 
CRC16 м 80 Т3 NO 
CRC17 м 85 Т3 N1 
CRC18 z 65 Т2 NO 
CRC19 z 75 Т2 N2 
CRC20 z 46 73 N1 
CRC21 м 66 Т2 N1 
CRC22 z 58 Т2 N1 
CRC23 м 62 Т1 N1 
CRC24 м 65 Т3 NO 
CRC25 z 70 Т3 NO 
CRC26 м 63 Т3 N1 
CRC27 м 53 Т3 NO 
CRC28 z 69 Т4 N1 
CRC29 м 54 Т3 NO 
CRC30 z 77 Т4 N2 
CRC31 м 51 Т3 NO 
CRC32 м 74 Т3 NO 
CRC33 м 70 Т2 NO 
CRC34 м 69 Т3 N3 
CRC35 z 58 Т2 NO 
CRC36 м 82 Т3 N1 
CRC37 м 61 Т3 NO 
CRC38 z 73 Т3 NO 
CRC39 м 65 Т3 N1 
CRC40 м 70 Т3 NO 
CRC41 м 63 Т4 NO 
CRC42 z 60 Т4 N1 
CRC43 м 76 Т2 NO 
CRC44 м 64 Т2 N1 
CRC45 z 64 Т1 N1 
CRC46 м 53 Т1 NO 
CRC47 м 56 Т2 N1 
CRC48 м 59 Т2 N1 
CRC49 м 60 Т1 NO 
CRC50 м 68 Т2 N1 
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2. 2. Materijal 
2. 2. 1. Uzorci tkiva karcinoma pankreasa 
Za ovo istrazivaпje korisceп је deo uzorka tkiva karciпoma dobljeп 
resekcijom paпkreasa prilikom hirurske iпterveпcije . Uzorci А 1-А 11 i АЗ5-А60 su 
Ьili dostupпi u oЫiku parafiпskog kalupa tkiva, а uzorci А 12-АЗ4 su Ьili dostupпi 
kao delovi svezeg tkiva paпkreasa odstraпjeпog prilikom operacije. 
Uzorci dostupпi kao parafiпski kalupi tkiva se cuvaju па sоЬпој 
temperaturi. Svezi uzorci tkiva paпkreasa (=1 g) se паkоп resekcije potope u 1 ml 
fizioloskog rastvora (0,9% NaCI) i traпsportuju u laboratoriju, gde se potom 
ceпtrifugiraju 5min па 2000rpm, паkоп cega se supernatant odbaci, а talog 
zamrzne i cuva па -80°С . 
2. 2. 2. Uzorci periferne krvi 
Uzorci periferпe krvi ispitaпika sa karciпomom paпkreasa se uzimaju sa 
3,8% Na-citratom kao antikoagulaпsom i cuvaju па -20°С. 
2. 2. З. Uzorci DNK 
Uzorci DN К izolovani iz tkiva kolorektalпog kапсега i periferne krvi 
i spitaпika sa kolorektalпim kaпcerom su dobljeпi od lnstituta za humaпu geпetiku 
Medicinskog fakulteta Uпiverziteta u Beogradu. Uzorci su Ьili dostupni u vidu 
vodenog rastvora DNK koпcentracija 1 00-500ng/1JL. 
U radu su korisceпa i dva kontrolпa uzorka DNK dobljeпa od Division of 
Oпcology , Uп iversity Hospital Basel . Ovi uzorci DNK izolovaпi su iz tkiva 
ispitanika sa kolorektalпim kaпcerom i u оЬа је prethodпo aпaliz i rano prisustvo 
mutacija u kodirajucem regioпu gena SMAD4. U jednom uzorku su prisutne dve 
mutacije u kodirajucem regionu (С931Т i G1237T), а u drugom ј е prisutпa 
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mutacija u intronu 7 koja dovodi do poremecaja obrade RNK. Uzorci su Ьili 
dostupni u vidu vodenog rastvora DNK koncentracije 31JQ/1JL. 
2. 2. 4. Vektori 
U ovom radu su korisceni vektori pGEM-T Easy dva pGL4 vektora, 
pGL4.1 O[luc2] i pGL4. 70[hRiuc] (Promega) (Siika 7). 
Vektor pGEM-T Easy, velicine 3015Ьр, је prokariotski vektor sa 
ampicilinskom rezistencijom. 
Vektori pGL4 su eukariotski ekspresioni vektori sa ampicilinskom 
rezistencijom. Vektor pGL4.1 O[luc2], velicine 4242Ьр, sadrzi reporterski gen za 
luciferazu Photinus pyralis, dok vektor pGL4.70[hRiuc], velicine 3522Ьр, sadrzi 






• А · 1 ~ ~' ~ 1-1·' ( ~ t 
• Н•: 1 ·1 ! · ' ""'!- 1 ITI 
Slika 7. Shematski prikaz vektora pGEM-T Easy i pGL4 
2. 2. 5. Bakterijski sojevi 
U ovom radu је koriscen bakterijski soj XL 1-Biue Е. coli (genotip: recA 1 
endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 re/A1 /ас [F' proAB lacfoZ[j,M15 Tn10 
(Tetr)]). 
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2. 2. 6. Celijske linije 
U ovom radu su koriscene sledece humane permanentne 6elijske linije: 
• SaOS-2, poreklom iz primarnog osteosarkoma 
• NTERA-2, poreklom iz pluripotentnog embrionalnog karcinoma 
• К562, poreklom iz hronicne mijelogene leukemije 
• Hela, poreklom iz epiteloidnog karcinoma cerviksa 
2. 2. 7. Oligonukleotidi 





5' -CCGCCGAA ТТ AAGCTTTGTTCAAGTTTTTCCTTTTA-3' 















KRAS 12psm 5'-ACTGAATAT AAACTTGTGGTAGTTGGACCT -3' 
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2. З. Metode 
2. З. 1. Deparafinizacija kalupa tkiva pankreasa 
U epruvetu od 1 ,5ml se odvoji deo parafiпskog kalupa priЫizпe 
zapremiпe О, 1 cm3 iseceп sterilпim skalpelom (96) . U epruvetu se zatim doda 
1 ml ksilola, smesa se vorteksuje 5miп i ceпtrifugira 5miп па 1 3000rpm. Nakoп 
sto se superпataпt ukloпi, talog se ропоvо ispere sa 1 ml ksilola, smesa 
vorteksuje 5miп i ceпtrifugira 5miп па 1 3000rpm. Nakoп uklaпjaпja superпataпta 
deparafiпisaпo tkivo se dva puta ispira etaпolom. U svakom ispiraпju u epruvetu 
se doda 1 ml etaпola, smesa se vorteksuje 1 miп, ceпtrifugira 5miп па 1 3000rpm 
i superпataпt ukloпi. U talog se zatim doda 1 ml 70% etaпola, smesa se 
vorteksuje 1 miп i ceпtrifugira 5miп па 1 3000rpm. Kada se superпataпt ukloпi, 
preostali talog se susi 1 h па 37°С. 
2. З. 2. lzolacija DNK iz tkiva pankreasa 
lzolacija DNK se vrsi iz 20-1 OOmg deparafiпisaпog ili svezeg tkiva 
paпkreasa (97). Tkivo se пајрге dva puta ispere u ро 1 ml pufera Tris-EDTA 
(0, 15М Tris рНВ,О, 0,07М EDTA), ceпtrifugira 2miп па 1500rpm i superпataпt 
ukloпi. Tkivo se zatim resuspeпduje u 1401-JL pufera Tris-EDTA, ра se u smesu 
doda 201-JL proteiпaze К (20mg/ml) i 401-JL 10% SDS. Smesa se zatim iпkublra 
1 h-3h па 50°С, sa povremeпim vorteksovaпjem, do potpuпog razlagaпja tkiva. U 
2001-JL smese se zatim doda 3001-JL feпola, smesa se promucka i ceпtrifugira 
5miп па 1 3000rpm. Superпataпt se prebaci u пovu epruvetu i u пјеgа se doda 
3001-JL smese feпol:hloroform:izoamilalkohol (25:24:1). Nakoп muckaпja i 
ceпtrifugiraпja 5miп па 1 3000rpm, superпataпt se ропоvо prebaci u пovu 
epruvetu i u пјеgа se doda 3001-JL smese hloroform:izoamilalkohol (24:1). Smesa 
se promucka, ceпtrifugira 5miп па 1 3000rpm i superпataпt ропоvо prebaci u 
пovu epruvetu. U superпataпt se zatim doda 51-JL 3М пatrijum-acetata i 7501-JL 
etaпola. Nakoп mesaпja i ceпtrifugiraпja 5miп па 1 3000rpm, superпataпt se 
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odbacj , а talog jspere sa 3001-JL 70% etanola. Nakon centгjfugjranja 5mjn na 
1 ЗOOOrpm , supernatant se odbacj, а talog osusj na sobnoj temperatuгj ј potom 
rastvorj u 501-JL sterilne vode. 
2. З. З. lzolacija DNK iz periferne krvi 
Za jzolacjju DNK jz ljmfocjta perjferne krvj korjstj se komercjjalnj kjt GFX 
Genomjc Blood DNA Purjfjcatjon Кit (Amersham Bjoscjences). lzolacjja se vгsj jz 
1 001-JL perjferne venske krvj uzete sa Na-cjtratom kao antjkoagulansom, u koju 
se dodaje 5001-JL Extractjon Solutjon. Smesa se zatjm jnkublra 5mjn na sobnoj 
temperaturj, а potom nanese na prethodno sklopljeпu kolonu ј epruvetu za 
sakupljaпje ј ceпtгjfugjra 1 mjn na 8000rpm. Tecnost sakupljeпa u epruvetj za 
sakupljanje se odljva, а na koloпu se doda 5001-JL Extractjoп Solutjoп. Nakoп 
centrjfugjгaпja od 1 mjn па 8000rpm sakupljeпa tecnost se odbacuje. Nakoп toga 
se па koloпu doda 5001-JL Wash Solutjoп ј vrsj se ceпtrjfugjгaпje Зmjn na 
1 ЗОООгрm. Коlопа se zatjm ргеЬасј u epruvetu od 1 ,5ml ј па nju se doda 1 001-JL 
sterilпe vode, prethodпo zagrejaпe na 70°С. Ovako prjpremljena kolona se 
jпkublra 1 mјп па sоЬпој temperaturj ј zatjm centrjfugjra 1 mjn па 8000rpm. Nakon 
ceпtгjfugjraпja koloпa se odbacj, а u epruvetj ostaje 1 001-JL rastvora DNK. 
2. З. 4. Elektroforeza DNK u gelu od agaroze 
Aпaljza ргјпоsа ј kvaljteta DNK jzolovane jz tkjva pankreasa ј perjferne 
krvj ј analjza prjnosa plazmjdne DNK jzolovane jz bakteгjjskjh kultura vrse se 
pomocu elektroforeze u 1% gelu od agaroze. Provera fragmeпata DNK dobljeпjh 
reakcjjom lancanog umnozavaпja vгsj se elektroforezom u 2% gelu od agaroze. 
Za ргјргеmu gelova ј elektroforezu se koгjstj 1хТАЕ pufer (40mM Trjs, 
20mM Na-acetat, 1mM Na2EDTA). Elektroforeza se vrsj ргј паропu 7-10V/cm. 
Vjzueljzacjja DNK se omogucava dodavanjem etjdjjum bromjda u gel (0,51-Jg/ml) 
ј osvetljavaпjem gela UV svetloscu. 
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2. З . 5. Amplifikacija genoma 
Amplifikacija genoma se vrsi pomocu komercijalnog kita GenomiPhi DNA 
Amplification Kit (GE Healthcare). Metoda se zasniva na koriscenju polimeraze 
visoke preciznosti Phi29, koja ima sposobnost uklanjanja novosintetisanih lanaca 
sa DNK matrice, i heksamernih oligonukleotida, koji vezivanjem za nasumicna 
mesta u genomu omogucavaju njegovo nespecificno umnozavanje (slika 8). Ova 
metoda se primenjuje za povecanje ukupne kolicine DNK u uzorcima koji је 
sadrze u maloj kolicini ili u tragovima (1 ng/џl) 
КОМ PON ENTE R EAKCIJ Е 
• + -._ + dNТPs ... 
DNK ONK 
I'OLIMERAZA HEKIAMERI diПPSMEIA MATRICA 
РН~З 
- - - - _ , -__..,. __..,. 
VEZI\IANJE HEKSAMERA 
РОСЕТАК POL IM ER IZACIJ Е ZA ON К MATR ICU ' 
NAIТ AV АК POL IM ER IZACU Е 
• ~ ~~ +- ...... .>--__ ........___': - ' U К LANJAN Ј Е NOV1Н LAN АСА POLIMERIZACIJA NA DN К IA MATR ICE VEZI\IANJE HEKSAMERA 
NСММ LANCIMAONK ZA NO\/E LANCE ON К 
Slika 8. Shematski prikaz reakcije amplifikacije genoma 
U 9џL Sample Buffer se doda 1џl rastvora DNK minimalne koncentracije 
1 ng/џL. Smesa se inkuЬira Зmin na 95°С i potom ohladi na 4°С. U smesu se 
zatim doda 9џL Reaction Buffer i 1џl Enzyme Mix. Smesa se zatim inkuЬira 18h 
na 30°С, nakon cega se inkuЬira 1 Omin na 65 °С i potom cuva na 4°С. 
2. з. 6. Reakcija lancanog umnozavanja DNK (PCR) 
Reakcija lancanog umnozavanja DNK (polymerase chain reaction - PCR) 
omogucava umnozavanje segmenta DNK definisanog oligonukleotidima koji su 
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komplementarni njegovim krajevima. Sastavi reakcionih smesa uslovi 
umnozavanja korisceni u ovom radu za pojedine fragmente dati su u tabeli 5 . 
а еа as av1 smesa 1 us ov1 геа CIJe ancanog umnozavanJa т ы 5 s t k .. 1 . DNK 
FRAGMENT 
ZAPREMINA 1 SASTAV REAKCIONE SMESE USLOVI UMNOZAVANJA 
(DUZINA) 
KRAS 251-JL 94°С 1 5mjn 
egzon 2 1Х Reactjon buffer В (Soljs BjoDyne) 94°С 1 1mjn 
(157Ьр) 2,5mM MgCI2 35 cjklusa 55°С 1 1mjn 
0,2mM dNTP smesa пос 1 1mjn 
ро 5pmol oljgonukleotjda KRAS12 ј KRAS12psm пос 1 10mjn 
1 U FIREPol DNA Polymerase (Solis BjoDyne) 
250ng DNK 
SMAD4 251-JL 95°С 1 10mjn 
nekodjrajucj 1Х Reactjon buffer В (Soljs BjoDyne) 95°С 1 30sec 
egzon 1 2,5mM MgCI2 40 cjklusa 60°С 1 45sec 
(408Ьр) 0,2mM dNTP smesa пос 1 45sec 
10% DMSO пос 1 10mjn 
ро 10pmol oljgonukleotjda Hm1 ј Hm2 
2,5U 'FIREPol DNA Polymerase (Soljs BjoDyne) 
500ng DNK 
SMAD4 501-JL 94°С 1 5mjn 
promotor 1Х GeneAmp PCR Gold Buffer (Applied Bjosystems) 94°С 1 1mjn 
(832Ьр) 2,5mM MgCI2 35 cjklusa 55ос 1 1mjn 
0,2mM dNTP smesa пос 1 1mjn 
ро 1 Opmol oljgonukleotjda Р1 Х ј Р2Н пос 1 10mjn 
2U AmpljTaq Gold DNA Polymerase (Appljed Bjosystems) 
250ng DNK 
deo SMAD4 12,51-JL 94°С 1 5mjn 
promotora 1Х Reactjon buffer В (Soljs BjoDyne) 94°С 1 30sec 
(153Ьр) 2,5mM MgCI2 40 cjklusa 55ос 1 30sec 
obelezen bojom 0,2mM dNTP smesa пос 1 30sec 
VIC ро 2,5pmol oljgonukleotjda 15TF ј 15Tv пос 1 10mjn 
0,5U FIREPol DNA Polymerase (Soljs BjoDyne) 
100ng DNK 
deo SMAD4 12,51-JL 94°С 1 5mjn 
promotora 1Х Reactjon buffer for HotStar Taq (QIAGEN) 94°С 1 30sec 
(198Ьр) 2,5mM MgCI2 40 cjklusa 50°С 1 30sec 
obelezen bojom 0,2mM dNTP smesa пос 1 30sec 
6-FAM ро 2,5pmol oljgonukleotjda 12TF ј P2f пос 1 10mjn 
0,5U HotStar Taq DNA Polymerase (QIAGEN) 
500ng DNK 
SMAD4 501-JL 94°С 1 5mjn 
promotor 1Х GeneAmp PCR Gold Buffer (Applied Bjosystems) 94°С 1 1mjn 
(800Ьр) 2,5mM MgCI2 35 cjklusa 55°С 1 1mjn 
obelezen bojom 0,2mM dNTP smesa пос 1 1mjn 
6-FAM ро 10pmol oljgonukleot jda Р1 ј P2f пос 1 10mjn 
2U AmpljTaq Gold DNA Polymerase (Appljed Bjosystems) 
250ng DNK 
33 
2. З. 7. Digestija DNK restrikcionim enzimima 
Djgestjja PCR fragmeпta egzoпa 2 gепа KRAS restrjkcjoпjm eпzjmom 
BstNI radj detekcjje mutacjje u kodoпu 12 se vгsj u геаkсјопој smesj od 201JL 
koja sadrzj 15,51-JL umпozeпog fragmeпta, 21JL 10Х NE Buffer 2 (New Eпglaпd 
Bjolabs), 21JL BSA (1 mg/ml) ј 0,51-JL eпzjma BstNI (1 OU/IJL, New Eпglaпd 
Bjolabs). Reakcjoпa smesa se jпkublra preko посј па 60°С. 
Djgestjja geпomske DNK restгjkcjoпjm eпzjmjma Mspl ј Hpall radj 
detekcjje metjlacjje u promotoru gепа SMAD4 se vгsj u геаkсјопој smesj od 1 01JL 
koja sadrzj 500пg geпomske DNK, 11JL 1 ОХ Buffer Тапgо (Fermeпtas) ј 0,51-JL 
eпzjma Mspl jlj Hpall (1 OU/IJL, Fermeпtas). Reakcjoпa smesa se jпkublra preko 
посј па 37°С . 
Djgestjja plazmjda pGEM sa jпsertom promotora gепа SMAD4 ј plazmjda 
pGL4.10 restrjkcjoпjm eпzjmjma Hindlll ј Xhol se vгsj u геаkсјопој smesj od 201JL 
koja sadrzj 21Jg plazmjda, 21JL 1 ОХ NE Buffer 2 (New Eпglaпd Bjolabs), 21JL 
BSA (1 mg/ml), 11JL eпzjma Hindlll (1 OUIIJL, New Eпglaпd Bjolabs) ј 11JL 
eпzjma Xhol (1 OU/IJL, New Eпglaпd Bjolabs). Reakcjoпa smesa se jпkublra 
preko посј па 37°С. 
2. З. 8. Elektroforeza DNK u gelu od poliakrilamida 
Za aпaljzu produkata djgestjje PCR fragmeпta gепа KRAS radj detekcjje 
mutacjje u kodoпu 12 koгjste se пedeпatuгjsucj 10% poljakгjlamjdпj gelovj (9, 7% 
akгjlamjd, 0,3% N,N'-metjleпblsakгjlamjd, 1 OOmM Trjs, 83mM Ьогпа kjseljпa, 
1 mM EDTA рНВ , О, 1% amoпjjumpersulfat , 0,01% TEMED). Elektroforeza se vrsj 
u 1хТВЕ puferu (100mM Trjs, 83mM Ьогпа kjseljпa, 1mM EDTA рНВ) ргј паропu 
1 OV/cm. Gelovj se ро zavrseпoj elektroforezj Ьоје srebro-пjtratom. 
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2. З . 9. Bojenje DNK u gelu od poliakrilamida srebro-nitratom 
Poliakrilamidni gelovi se ро zavrsenoj elektroforezi fiksiraju 20min u 
rastvoru 10% etanola i 0,5% sircetne kiseline (98). Gelovi se Ьоје 1 Omin u О, 1% 
rastvoru srebronitrata, а potom dva puta isperu destilovanom vodom radi 
uklanjanja viska rastvora srebronitrata. Razvijanje se vrsi 20min u rastvoru 1 ,5% 
natrijumhidroksida, 0,01% natrijumborhidrida i 0,048% formaldehida. Gelovi se 
potom drze 1 Omin u rastvoru О, 75% natrijumkarbonata radi fiksiranja doЬijenih 
traka. 
2. З. 10. Kapilarna elektroforeza DNK 
Kapilarna elektroforeza DNK је znatno brza i jednostavnija za izvodenje 
od elektroforeze u gelu, јег se odvija pri daleko vecoj voltazi, а vizualizacija DNK 





Slika 9. Shematski prikaz kapilarne elektroforeze 
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Fragmeпti promotora gепа SMAD4 umпozeпi pomocu parova graп icпika 
15TF i 15Tv i 12TF i P2f, kao i precisceпi fragmeпti dobljeпi паkоп digestije 
dezoksiriboпukleazom 1 aпaliziraju su kapilarпom elektroforezom па aparatu 
3130 Geпetic Aпalyzer (Applied Biosystems). Рге elektroforeze uzorci se 
pripremaju mesaпjem odgovarajuce koliciпe uzorka (11-.JL-101-.JL) sa 0,21-.JL 
GепеSсап-500 LIZ Size Staпdard (Applied Biosystems) i 201-.JL HiDi Formamide 
(Applied Biosystems). Ovako pripremljeпi uzorci se deпaturisu iпkublraпjem 3miп 
па 95°С i potom cuvaju па ledu do папоsепја па aparat. Kapilarпa elektroforeza 
se vrsi u komercijalпom · polimeru РОР-7 (Applied Biosystems) u staпdardпim 
uslovima za G5 set fluorofora. Aпaliza dobljeпih rezultata se vrsi pomocu 
softvera GепеМаррег Software Versioп 4.0 (Applied Biosystems) korisceпjem 
staпdardпog modula za geпotipizaciju. 
2. З. 11. Preёiscavanje DNK fragmenata 
Preciscavaпje PCR fragmeпata promotora gепа SMAD4 za sekveпciraпje 
i ligaciju u pGEM Т -Easy vektor, kao i produkata digestije dezoksiriboпukleazom 
1 se vrsi pomocu komercijalпog kita QIAquick PCR Purificatioп Кit (Qiageп). U 
401-.JL PCR produkta se doda 2001-.JL pufera РВ. Smesa se папеsе па prethodпo 
sklopljeпe koloпu i epruvetu za sakupljaпje i ceпtrifugira 1 miп па 1 3000rpm. 
Nakoп ceпtrifugiraпja tecпost iz epruvete za sakupljaпje se odliva, а па koloпu 
se sipa 7501-.JL pufera РЕ. Zatim se vrse dva ceпtrifugiraпja od ро 1 miп па 
1 3000rpm, а паkоп svakog se ukloпi tecпost iz epruvete za sakupljaпje. Коlопа 
se potom prebaci па epruvetu od 1 ,5ml i па koloпu se sipa 301-.JL sterilпe vode. 
Nakoп iпkubacije od 5miп па sоЬпој temperaturi vrsi se ceпtrifugiraпje 1 miп па 
13000rpm. Nakoп ceпtrifugiraпja koloпa se odbaci, а u epruveti ostaje 301-.JL 
precisceпih DNK fragmeпata. 
36 
2. З . 12. Sekvenciranje DNK 
Redosled nukleotida u PCR fragmentu promotora gena SMAD4 
umnozenog pomocu granicnika Р1 Х i Р2Н, kao i fragmentima ukloniranim u 
vektor pGEM odreduje se metodom sekvenciranja DNK. Metoda se zasniva na 
sposobnosti DNK sekvenaze da sintetise komplementaran lanac DNK 
nastavljajuci oligonukleotidni lanac vezan za jednolancanu DNK. Reakcija 
sinteze komplementarnog lanca se zaustavlja ugradivanjem 
didezoksiribonukleotida (ddNTP) koji ne poseduje 3'-ОН grupu na molekulu 
dezoksiriboze neophodnu za elongaciju molekula DNK. Као produkti reakcije 
sekvenciranja doЬijaju se fragmenti DNK cije se duzine razlikuju za ро 1 
nukleotid, а koji se zavrsavaju jednim od obelezenih dideoksinukleotida (slika 
1 0). 
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Slika 1 О. Shematski prikaz reakcije sekvenciranja DNK 
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Za sekveпciraпje se koristi BigDye Termiпator v3.1 Cycle Sequeпciпg Kit 
(Applied Biosystems). Као matrica u reakciji sekveпciraпja se koristi precisceпa 
dvolaпcaпa DNK dobljeпa u reakciji lапсапоg umпozavaпja ili precisceпa 
plazmidпa DNK. Odgovarajuca koliciпa precisceпog PCR produkta (1-
2пg/1 ООЬр) ili plazmida (150-300пg) pomesa se sa 3,2pmol jedпog od 
oligoпukleotida kojim је vrseпo umпozavaпje u zapremiпi od 51JL. U smesu se 
zatim doda 31JL BigDye Termiпator v3.1 Ready Reactioп Mix. Nakoп iпicijalпe 
deпaturacije fragmeпta od 1 miп па 96°С i 25 ciklusa umпozavaпja: 1 Osec па 
96°С, 5sec па 50°С i 4miп па 60°С, produkti reakcije sekveпciraпja se 
precipitiraju рге папоsепја па aparat. U 81-1L smese u kojoj је vrseпa reakcija 
sekveпciraпja doda se 401JL О, 1 М Na-acetata рН5,2 rastvoreпog u etaпolu, 
ceпtrifugira se 1 Omiп па 1 3000rpm i ukloпi superпataпt. Talog se zatim ispere 
dva puta sa ро 2001JL 70% etaпola, а паkоп svakog ispiraпja smesa se 
ceпtrifugira 1 Omiп па 1 3000rpm i superпataпt ukloпi. Talog se susi пekoliko 
miпuta па sоЬпој temperaturi i рге папоsепја па aparat rastvori u 251JL Hi-Di 
Formamide (Applied Biosystems). Produkti reakcije sekveпciraпja se aпaliziraju 
kapilarпom elektroforezom па aparatu 3130 Geпetic Aпalyzer (Applied 
Biosystems) u komercijalпom polimeru РОР-7 Polymer (Applied Biosystems). Za 
aпalizu dobljeпih sekveпci se koristi Sequeпciпg Aпalysis Software v5.3.1 with 
КВ Basecaller v1.4 (Applied Biosystems). 
2. З. 1 З. Ligacija 
Ligacija precisceпih fragmeпata DNK dobljeпih umпozavaпjem pomocu 
graпicпika Р1 Х i Р2Н sa vektorom pGEM-Т Easy se vrsi pomocu komercijalпog 
kita pGEM-T Easy Vector System (Promega). Reakcija ligacije ukupпe 
zapremiпe 1 Oj..JL sadrzi 1Х pufer za ligazu (Promega), 1 1-1L ligaze (1 OU/j..JL, 
Promega), 50пg liпearizovaпog pGEM-T Easy vektora (Promega) i 40пg 
precisceпog fragmeпta. Reakcioпa smesa se iпkublra preko посi па 4°С. 
Ligacija precisceпih fragmeпata dobljeпih isecaпjem iпserta iz pGEM-T 
Easy vektora sa vektorom pGL4.10[1uc2] vrsi se pomocu eпzima Т4 ligaze. 
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Reakcjja ljgacjje ukupпe zapremjпe 201JL sadrzj 1Х pufer za ljgazu (New Eпglaпd 
Bjolabs) , 10U Т4 ljgaze (New Eпglaпd Bjolabs), 50пg ljпearjzovaпog 
pGL4.1 O[luc2] vektora ј 40пg precjsceпog jпserta jseceпog jz vektora pGEM-T 
Easy. Reakcjja se odvjja preko посј па 16°С. 
2. З. 14. Kultivacija bakterija 
Bakterjje soja XL 1-Biue Е. coli se gaje па 37°С u hraпljjvom medjjumu LB 
u tecпjm bakterjjskjm kulturama uz aeracjju jlj па cvrstoj podlozj (99). Теспј 
medjjum LB sadrzj 1% tгјрtоп, 0,5% ekstrakt kvasca ј 0,5% NaCI, а cvrstu 
podl~gu za gајепје bakterjja сјпе medjjum LB ј 1 ,5% agar. Pгjljkom gајепја 
bakteгjja па selektjvпoj podlozj u cvrstu podlogu ј medjjum LB se dodaje 
odgovarajucj aпtjЬiotjk. 
2. З. 15. Priprema kompetentnih celija za transformaciju toplotnim sokom 
Kompeteпtпe celjje za traпsformacjju toplotпjm sokom se ргјргеmајu jz 
400ml tеспе kulture bakterjja u logarjtamskoj fazj rasta (1 ОО). Ро 200ml tеспе 
kulture se ceпtrjfugjra 1 Оmјп па ЗОООгрm ј 4°С. Superпataпtj se odbace, а talozj 
se resuspeпduju u ро 5ml ohladeпog О, 1 М CaCI2. Nakoп jпkubacjje od 15mјп 
па ledu ј ceпtrjfugjraпja 10mјп па ЗОООгрm ј 4°С, supernataпtj se odbace, а 
talozj rastvore u ро 1 ml pufera RF2 (10mM MOPS, 10mM RbCI, 75mM CaCI2, 
15% gljcerol, рН6,8). Nakoп jпkubacjje od 15mјп па ledu rastvorj kompeteпtпjh 
bakterjjskjh celjja se aljkvotjraju ј cuvaju па -80°С . 
2. З. 16. Transformacija bakterija toplotnim sokom 
Rastvor svezjh kompeteпtпjh celjja (2001JL) se pomesa sa 51JL produkta 
reakcjje ljgacjje, ра se smesa dalje jпkuЬira 1 h па ledu (1 01 ). Nakoп toga, smesa 
se jпkuЬira пајрге 2mјп па 42°С, а potom 5mјп ропоvо па ledu. Na selektjvпu 
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podlogu se zatjm razmaze svjh 2001-JL smese. Nakoп ргеkопоспе jпkubacjje па 
37°С, traпsformaпtj se uocavaju kao ројеdјпаспе koloпjje. 
2. З. 17. lzolacija plazmidne DNK 
lzolacjja plazmjdпe DNK jz bakterjja se vrsj pomocu komercjjalпog kjta 
QIAprep МјпјРгер Кit (Qjageп) . Bakterjjske celjje jz kojjh se vrsj jzolacjja 
plazmjdпe DNK se taloze u epruvetj od 1 ,5ml u trj ceпtгjfugjraпja od ро 1 mјп па 
1 ЗОООгрm jz 4,5ml ргеkопоспе bakterjjske kulture . Talog se resuspeпduje u 
2501-JL pufera Р1 , а zatjm se doda 2501-JL pufera Р2 , паkоп cega se epruvete 
Ьlago muckaju. U smesu se zatjm doda 3501-JL pufera NЗ ј epruvete se Ыаgо 
promuckaju, а potom ceпtгjfugjraju 1 Оmјп па 1 ЗOOOrpm. Nakoп ceпtrjfugjraпja 
superпataпt se prebacj па prethodпo sklopljeпe koloпu ј epruvetu za sakupljaпje 
ј ceпtrjfugjra 1 mјп па 1 ЗОООгрm . Nakoп ceпtгjfugjraпja tecпost jz epruvete za 
sakupljaпje se odljje, а па koloпu se sjpa 5001-JL pufera РВ ј epruveta ceпtrjfugjra 
1 mјп па 1 ЗОООгрm . Nakoп ceпtrjfugjraпja tecпost jz epruvete za sakupljaпje se 
odljje, а koloпa se jspjra sa 7501-JL pufera РЕ. Zatjm se vrse dva ceпtrjfugjraпja 
od ро 1 mјп па 1 ЗОООгрm, а паkоп svakog se uklaпja tecпost jz epruvete za 
sakupljaпje. Коlопа se potom ргеЬасј па epruvetu od 1 ,5ml ј па koloпu se sjpa 
501-JL sterjlпe vode. Elucjja DNK se паkоп jпkubacjje od 5mјп па sоЬпој 
temperatuгj vrsj ceпtrjfugjraпjem 1 mјп па 1 ЗOOOrpm . Nakoп ceпtrjfugjraпja 
koloпa se odbacj, а u epruvetj ostaje 501-JL precjsceпe plazmjdпe DNK. 
2. З. 18. Preciscavanje DNK fragmenata iz gela od agaroze 
lпsertj јsесепј restrjkcjoпjm eпzjmjma Hindlll ј Xhol jz vektora pGEM-T 
Easy se preciscavaju iz gela od agaroze pomocu komercijalпog kita QIAqujck 
PCR Purificatjoп Кit (Qiageп). Produkti digestija plazmida eпzimima Hindlll i Xhol 
razdvajaju se elektroforezom u 2% gelu od agaroze koja tece u 0,25хТВЕ puferu 
(25mM Tris, 20mM Ьогпа kiseliпa, 0,25mM EDTA рНВ) ргј паропu 10V/cm. 
Vizueljzacija se vrsi dodavaпjem Ьоје krjstal vjolet u gel ј pufer (21-Jg/ml). Trake 
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odgovarajuce duzjпe (820Ьр) se jseku jz gela ј prebace u epruvete od 1 ,5ml, u 
kojjma se potom mегј masa agaroze. U epruvetu se zatjm doda З zapremjпe 
pufera QG ј smesa se jпkublra па 50°С , 1 О mjпuta jlj do potpuпog rastvaraпja 
agaroze, uz povremeпo vorteksovaпje. Smesa se zatjm папеsе па prethodпo 
sklopljeпe koloпu ј epruvetu za sakupljaпje ј ceпtrjfugjra 1 mјп па 1 ЗOOOrpm. 
Nakoп ceпtrjfugjraпja tecпost jz epruvete za sakupljaпje se odlije, а па koloпu se 
sjpa 7501-JL pufera РЕ . Zatjm se vrse dva сепtгјfugјгапја od ро 1 mјп па 
1 ЗОООгрm, а паkоп svakog se ukloпj tecпost jz epruvete za sakupljaпje. Коlопа 
se potom prebacj па epruvetu od 1 ,5ml ј па koloпu se sjpa ЗО!ЈL sterjlпe vode. 
Nakoп jпkubacjje od 5mјп па sоЬпој temperaturj vrsj se ceпtrjfugjгaпje 1 mјп па 
13000rpm. 
2. З. 19. Priprema plazmidne DNK za transfekciju celija u kulturi 
Plazmjdпe DNK jz bakterjja u kojjma је ргораgјгап vektor pGL4.1 O[luc2] 
sa odgovarajucjm jпsertom prjpremaju se za traпsfekcjju celjja u kulturj pomocu 
komercjjalпog kjta EпdoFree Plasmjd Махј Kjt (Qjageп) . Bakterjjska koloпjja sa 
petrj solje se zaseje u 5ml LB medjjuma sa 51JL rastvora aпtjЬiotjka ampjcjljпa 
(1 OOmg/mL) ј gajj Bh па 37°С па ЗООгрm. Aljkovot osmocasovпe bakterjjske 
kulture od 2001-JL se zaseje u 1 OOmL LB medjjuma, ра se bakterjje potom gaje 
16h па 37°С па ЗOOrpm. Bakterjjska kultura se zatjm ceпtrjfugjra 15mјп па 4°С 
па ЗОООгрm ј supernataпt odbacj. Talog se resuspeпduje u 10ml pufera Р1 , 
zatjm se doda 1 Oml pufera Р2 , uz Ыаgо muckaпje . Nakoп jпkubacjje od 5mјп па 
sоЬпој temperaturj, doda se 1 Oml pufera РЗ, smesa Ыаgо promucka ј potom 
prebacj па prethodпo prjpremljeпj Qjafjlter Cartrjdge. Nakoп jпkubacjje od 1 Qmjп 
па sоЬпој temperaturj, ljzat bakterjjskjh celjja se profjltгjгa pomocu Qjafjlter 
Cartгjdge u epruvetu od 50ml. U profjltrjraпj ljzat se zatjm doda 2,5ml pufera ER 
ј, паkоп Ыagog muckaпja , smesa se jпkuЬira ЗQmјп па ledu. Smesa se zatjm 
prebacj па Qjageп-tjp 500, kojj је prethodпo ргјргеmlјеп јsрјгапјеm sa 1 Oml 
pufera QBT. Nakoп propustaпja smese, Qjageп-tjp 500 se jspere dva puta sa ро 
ЗOmL pufera QC. Qjageп-tjp 500 se zatjm ргеЬасј u odgovarajucu tubu za 
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ceпtrjfugjraпje ј potom jspere sa 15ml pufera QN. U rastvor dobljeп elujraпjem 
sa Qjageп-tjp 500 se doda 1 0,5ml jzopropaпola ј smesa se, паkоп Ыagog 
muckaпja , ceпtrjfugjra ЗОmјп па 4°С па 8000rpm. Nakoп pazljjvog odljvaпja 
superпataпta, talog se реге u 5ml 70% etaпola ј ceпtгjfugjra 1 Оmјп па 4°С па 
8000rpm. Posto se ukloпj supernataпt , preostalj talog se osusj па sоЬпој 
temperaturj, а potom rastvorj u 5001-JL pufera ТЕ. 
2. З. 20. Kultivacija humanih celijskih linija 
Za gајепје celjjskjh lјпјја SaOS-2, NTERA-2, К562 ј Hela se korjstj 
medjjum DMEM (Dulbecco's Modjfjed Eagle Medjum, РАА) оЬоgасеп fetalпjm 
govedjm serumom (FBS, Fetal Воvјпе Serum, РАА) ј sa dodatkom 0,05mg/ml 
geпtamjcjпa. Celjje SaOS-2 se odrzavaju u medjjumu DMEM sa 20% FBS, dok 
se celjje NTERA-2, К562 ј Hela gaje u medjjumu DMEM sa 10% FBS. Celjje 
NTERA-2 se gaje u prjsustvu 2mM 1-glutamjпa (Gjbco BRL), а celjje Hela u 
pгjsustvu 1Х пееsепсјјаlпјh amjпokjseljпa (РАА). Sve celjjske lјпјје se gaje u 
jпkubatoru па 37ос ј sa automatskjm protokom 5% СО2, u plastjcпjm sudovjma 
povrsjпe 175cm2 do ргјЬiјzпо 75% koпflueпtпostj. 
2. З. 21. Transfekcija humanih celijskih linija 
Traпsfekcjja se vrsj pomocu reageпsa Superfect (Qjageп), prema 
prjlozeпom uputstvu projzvodaca. Za traпsfekcjje se koгjstj 5х1 04 celjja SaOS-2 
koje se gaje u plastjcпjm sudovjma роvгsјпе 3,9cm2 u medjjumu DMEM 
(Dulbecco's Modjfjed Eagle Medjum, РАА) obogaceпom sa 20% fetalпog 
govedeg seruma (FBS, Fetal Воvјпе Serum, РАА) ј u prjsustvu 0,05mg/ml 
geпtamjcjпa. Nakoп 24h gајепја vrse se kotraпsfekcjje celjja sa 480пg plazmjda 
pGL4.1 O[luc2] sa odgovarajucjm jпsertom ј ЗОпg plazmjda pGL4. 70[hRiuc] . 
Nakoп sto se DNK ј Superfect u odпosu 11Jg:51JL pomesaju sa rastvorom DMEM 
u zapremjпj od 751-JL, smesa se vorteksuje 1 Osec ј jпkublra 1 Оmјп па sоЬпој 
temperaturj. U meduvremeпu se celije operu puferom PBS (1 37mM NaCI, 
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3,375mM KCI, 1 ,76mM КН2РО4, 1 OmM Na2HP04). Formjraпje kompleksa 
jzmedu DNK ј reageпsa Superfect se паkоп 1 Qmjп prekjпe dodavaпjem 4001JL 
medjjuma u smesu, паkоп cega se smesa doda u 6elije. Nakoп traпsfekcjje 6eljje 
se gaje пагеdпа Зh, potom se doda jos ро 1 ml medjjuma u svakj sud ј 6eljje 
gaje dalje do jsteka 24h od traпsfekcjje. 
2. З. 22. Priprema celijskih ekstrakata 
Prjprema 6eljjskjh ekstrakata se vrsj pomocu komercjjalпog pufera za ljzu 
Passjve Lysjs Buffer (Promega) , prema uputstvu projzvodaca. Nakoп 24h od 
traпsfekcjje 6eljje se jsperu dva puta u ро 1 ml kompletпog pufera PBS (1 37mM 
NaCI, 3,7mM KCI, 1 ,8mM КН2РО4, 1 О, 1 mM Na2HP04, 1 mM CaCI2, 1 mM MgCI2). 
Nakoп dodavaпja 2001JL 1Х Passjve Lysjs Buffer (Promega) 6eljje se jпkublraju 
ЗQmјп па ledu. Nakoп jпkubacjje dobljeпj 6elijskj ekstraktj se sakupljaju u 
epruvete od 1 ,5ml ј ceпtrjfugjraju ЗОsес па 1 ЗOOOrpm. Superпataпtj kojj sadrze 
ргоtејпе celjjskjh ekstrakata se prebace u epruvete od 1 ,5ml ј cuvaju па -80°С. 
2. З. 2З. Luciferazni esej 
Мегепје aktjvпostj produkata gепа luc2 ј hRiuc u 6eljjama SaOS-2 
traпsfekovaпjm plazmjdjma pGL4.1 O[luc2] sa odgovaraju6jm jпsertom ј 
pGL4.70[hRiuc] se vrsj pomocu komercjjalпog kjta DuaiGio Lucjferase Assay 
(Promega) па aparatu GloMax 20/20 Lumjпometer (Promega). Metoda se 
zasпjva па mereпju aktjvпostj lucjferaze svjca (gеп [luc2]) ј lucjferaze гепјlе (gеп 
[hRiuc]) u jstom uzorku. Aktjvпost пavedeпjh eпzjma dovodj do hemjjskjh 
reakcjja u kojjma se emjtuje svetlost, сјјј se jпteпzjtet merj pomocu lumjпometra. 
Prvo se merj aktjvпost lucjferaze svjca dodavaпjem reageпsa LAR 11 (Lucjferase 
Assay Reageпt 11), u kome se пalazj lucjfeгjп kojj lucjferaza svjca prevodj u 
oksjlucjfeгjп uz emjtovaпje svetlostj , cjme se geпerjse stabllaп lumjпesceпtпj 
sjgпal . Ovaj sjgпal se gasj dodavaпjem reageпsa STOP & Glo Reageпt, u kome 
se пalazj celeпterazjп kojj lucjferaza гепјlе prevodj u celeпteramjd uz emjtovaпje 
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svetlostj, cjme se ujedпo geпerjse sjgпal za mегепје lucjferaze гепјlе, kojj se sam 
postepeпo gasj tokom mегепја. Aпaljza se vrsj па uzorku od 1 01JL celjskjh 
ekstrakata ргјргеmlјепјh u Passjve Lysjs Buffer, а za mегепје se koгjstj ро 501JL 
reageпasa LAR 11 ј STOP & Glo Reageпt . 
2. З. 24. lzolacija jedarnih proteina 
lzolacjja jedarпjh protejпa kojj se korjste za zastjtu fragmeпta DNK u 
dezoksjгjboпukleazпom eseju se vгsj pomocu komercjjalпog kjta ProteoJET 
Cytoplasmjc апd Nuclear Ргоtејп Extractjoп Kjt (Fermeпtas) . Celjjske lјпјје 
SaOS-2, NTERA-2, К562 ј Hela jz kojjh se jzoluju jedarпj ргоtејпј se gaje 24h u 
plastjcпjm sudovjma роvгsјпе 150mm2. Nakoп uklaпjaпja medjjuma celjje se 
operu dva puta u ро 10ml kompletпog pufera PBS (137mM NaCI, 3,7mM KCI , 
1,8mM КН2РО4, 10,1mM Na2HP04, 1mM CaCI2, 1mM MgCI2) ј sakupe u 
epruvete od 15ml. Nakoп ceпtгjfugjraпja 5mјп па 250g ј odbacjvaпja 
superпataпta ргосепј se zapremjпa taloga celjja, u kojj se zatjm doda 1 О 
zapremjпa Cell Lysjs Buffer. Smesa se zatjm vorteksuje 1 Osec, jпkublra па ledu 
1 Оmјп, ропоvо vorteksuje 1 Osec ј zatjm ceпtrjfugjra 17mјп па 500g па 4°С. 
Nakoп odvajaпja superпataпta, u kome se пalaze cjtoplazmatjcпj protejпj, talog 
jedara se dva puta ореге па ledu. Ргапје jedarпog taloga podrazumeva 
dodavaпje 5001JL Nuclej Washjпg Buffer, Ыаgо vorteksovaпje, jпkubacjju 2mјп 
па ledu, ceпtrjfugjraпje 7mјп па 500g па 4°С ј odbacjvaпje superпataпta. Na 
оргапј talog se zatjm doda 1501JL ledeпog Nuclej Storage Buffer ј smesa 
promesa pjpetjraпjem пekoljko puta. Nakoп dodavaпja 1/1 О zapremjпe Nuclej 
Lysjs Reageпt smesa se Ыаgо vorteksuje ј potom jпkublra 15mјп па 4°С ј 
1200rpm. Nakoп ceпtrjfugjraпja 5mјп па 20000g ј 4°С odvojj se superпataпt , u 
kome se пalaze jedarпj protejпj, ј cuva па -80°С . 
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2. З. 25. Dezoksiribonukleazni esej 
Dezoksiriboпukleazпi esej se zasпiva па zastiti odredeпog fragmeпta 
DNK proteiпima i digestiji пezasticeпih regioпa dezoksiriboпukleazom 1 (102). 
Reakcioпa smesa sadrzi sledece kompoпeпte: precisceп fragmeпt promotora 
gепа SMAD4 dobljeп umпozavaпjem pomocu graпicпika Р1 i P2f (50пg) , pufer А 
(4% glicerol, 10mM Tris рН7,5, 1mM MgCI2, 0,5mM EDTA, 0,5mM DTT, 50mM 
NaCI), polydldC (1j..Jg/j..JL) i јеdагпе proteiпe (1 OOmg). Reakcioпa smesa se 
iпkublra 1 h па 37°С , kako Ьi se omogucilo vezivaпje proteiпa za fragmeпt DNK, 
паkоп cega se u reakciju doda 0,005U dezoksriboпukleaze 1. Nakoп iпkubacije 
od 15sec па ledu, dezoksiriboпukleaza 1 se iпaktivira iпkublraпjem reakcioпe 
smese 1 Omiп па 75°С. U koпtrolпoj reakciji koristi se albumiп govedeg seruma 
(BSA, Boviпe Serum Albumiп, New Eпglaпd Biolabs) umesto jedarnih proteiпa. 
Nakoп preciscavaпja, produkti digestije dezoksiriboпukleazom 1 se aпaliziraju 
pomocu kapilarпe elektroforeze. 
2. З. 26. Statisticka analiza 
Statisticka aпaliza se vrsi pomocu softvera Statistical Package for Social 
Scieпces (SPSS) verzija 1 О. Razlike u ucestalosti pojediпih kliпickih parametara i 
otkriveпih geпetskih varijaпti medu aпaliziraпim grupama se testiraju korisceпjem 
х2 testa. Razlike u aktivпosti aпaliziraпih promotorskih koпstrukata se testiraju 
korisceпjem пezavisпog t-testa. Statisticki zпасајпе su vredпosti р<О .О5 . 
45 
З. REZULTATI 
З. 1. lzolacija DNK iz tkiva pankreasa i periferne krvi 
Uzorci tkiva pankreasa pripremani su za izolaciju DNK u zavisnosti od tipa 
uzorka. Parafinski kalupi su podvrgavani proceduri deparafinizacije tkiva, dok su 
uzorci svezih tkiva cuvani u rastvoru 0,9% NaCI, nakon cega је DNK izolovana iz 
tkiva pankreasa fenol-hloroformskom metodom. Kvalitet i prinos DNK izolovanih 
iz tkiva pankreasa analizirani su elektroforezom u 1% gelu od agaroze (slika 11 ). 
lzolacija DNK iz periferne krvi је vrsena komercijalnim kitom, а prosecan prinos 
је 1 OOng/IJL. 
Slika 11 . Analiza uzoraka DNK elektroforezom u 1% gelu od agaroze 
М - DNK marker NHindlll 
1-1 З ј 18-29 - DN К jzolovane jz svezjh tkjva kaгcjnoma pankreasa 
14-17 ј 30-33 - DNK jzolovane jz parafjnskjh kalupa kaгcjnoma pankreasa 
Uzorci DNK izolovani iz svezih tkiva karcinoma pankreasa Ьili su 
zadovoljavajuceg prinosa i kvaliteta i dalje su korisceni direktno u reakciji 
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lапсапоg umпozavaпja DNK. U uzorcima DNK izolovaпim iz parafiпskih kalupa 
karciпoma paпkreasa DNK је u veciпi uzoraka Ьila fragmeпtiraпa (uzorci 14 i 15 
па slici 11) i/ili prisutпa u relativпo maloj koliciпi (uzorci 30-33 па slici 11 ), ра su 
ovi uzorci рге reakcije lапсапоg umпozavaпja DNK пајрге podvrgavaпi 
amplifikaciji geпoma. 
З. 2. Analiza mutacije u kodonu 12 gena KRAS 
Prisustvo mutacije u kodoпu 12 gепа KRAS је aпaliziraпo u svim 
uzorcima tkiva karciпoma paпkreasa i kolorektalпog kапсега metodom specificпe 
mutageпeze posredstvom PCR reakcije (PCR-mediated site-directed 
mutageпesis, PSM), u kojoj se koriste graпicпici dizajпiraпi tako da uvode mesta 
prepozпavaпja za restrikcioпi eпzim BstNI па оЬа kraja fragmeпta. Amplifikacija 
је vrseпa pomocu graпicпika KRAS12 i KRAS12psm, pomocu kojih se 
umпozava fragmeпt duziпe 157Ьр, koji obuhvata deo egzoпa 2 gепа KRAS u 
kome se пalazi kodoп 12. Graпicпici KRAS12 i KRAS12psm uvode restrikcioпa 
mesta za eпzim BstNI па оЬа kraja umпozeпog fragmeпta za пormalпi alel, dok 
prisutvo mutacije u kodoпu 12 ukida јеdпо od uvedeпih mesta ргероzпаvапја 
(slika 12). 
9 . 10 ' 11 ' 12 ' 13 ' 14 
Vai \Giy \Pro.Giy \Giy \Val 
GTTGGACCTGGTGGGGTA 
BstNI 
Slika 12. Deo sekveпce graпicпika KRAS12psm i umпozeпog fragmeпta gепа 
KRAS u okviru kojih se пalaze mesto prepozпavaпja za eпzim BstNI i mutacija u 
kodoпu 12 
9-14- broj odgovarajuceg kodona u proteinu KRAS 
*- izmenjen nukleotid u sekvenci granicnika KRAS12psm 
BstNI- mesto prepoznavanja za restrikcioni enzim BstNI 
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Fragmenti doЬijeni amplifikacijom podvrgnuti su digestiji enzimom BstNI. 
Produkt umnozavanja normalnog alela secenjem daje fragmente od 114Ьр , 29Ьр 
i 14Ьр, dok produkt umnozavanja mutiranog alela ostaje nesecen na jednom od 
dva mesta prepoznavanja za enzim BstNI i daje fragmente od 14ЗЬр i 14Ьр. 
Produkti digestije analizirani su elektroforezom u 1 О% gelu od poliakrilamida i 
vizuelizovani bojenjem srebro-nitratom. Pod datim uslovima elektroforeze na 
gelovima se u uzorcima u kojima је mutacija prisutna uocavaju trake od 14ЗЬр i 
114Ьр, dok se u uzorcima u kojima mutacija nije prisutna uocava samo traka od 
114Ьр (sika 1 3). 
1 2 з 4 5 6 7 8 э 10 11 12 13 
Slika 1 З. Analiza prisustva mutacije u kodonu 12 gena KRAS u 10% gelu od 
poliakrilamida 
1 - neseceni PCR fragment 
2, З , 5, 8, 9, 12- uzorci u kojima nije prisutna mutirana varijanta kodona 12 gena KRAS 
4, 6, 7, 1 О, 11 , 1 З- uzorci u kojima је prisutna mutirana varijanta kodona 12 gena KRAS 
Analiza mutacije u kodonu 12 gena KRAS izvrsena је u 50 uzoraka tkiva 
karcinoma pankreasa i 50 uzoraka tkiva kolorektalnog kancera. Prisustvo 
mutacije u kodonu 12 gena KRAS utvrdeno је u 74% slucajeva u karcinomu 
pankreasa i u 28% slucajeva u kolorektalnom kanceru. Analiza mutacije u 
kodonu 12 gena KRAS izvrsena је takode i u pet uzoraka tkiva pankreasa uzetih 
od ispitanika za koje histopatoloski nije potvrdena dijagnoza karcinoma 
pankreasa. Od pet analiziranih uzoraka nemalignog tkiva pankreasa mutacija је 
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Ьila prisutna u dva slucaja cisticne distrofije pankreasa, dok nije Ьila prisutna u 
slucaju benignog tumora pankreasa i dva slucaja hronicnog pankreatitisa. U dva 
kontrolna uzorka DNK kolorektalnog kancera koji sadrze mutacije u genu SMAD4 
nije otkriveno prisustvo mutacije u kodonu 12 gena KRAS. Rezultati analize 
mutacije u kodonu 12 gena KRAS u malignim tkivima su prikazani u tabeli 6. 
Tabela 6. Distribucija mutacije u kodonu 12 gena KRAS u karcinomu pankreasa i 
kolorektalnom kanceru 
karcinom Jankreasa kolorektalni kancer 
mutacija u kodonu 
broj % В го ј % 12 gena KRAS 
nije prisutna 13 26 36 72 
prisutna 37 74 14 28 
ukupno 50 100 50 100 
З. З. Analiza gena SMAD4 
Analiza gena SMAD4 је obuhvatila dva potencijalno znacajna regiona u 5' 
nekodirajucem delu gena: okolinu prvog nekodirajuceg egzona bogatu GC 
ostrvcima i promotorski region u okolini prvog kodirajuceg egzona (slika 14). U 
okolini prvog nekodirajuceg egzona analizirano је prisustvo metil grupa па sest 
GC ostrvaca neposredno ispred egzona. Analiza promotorskog regiona u okolini 
prvog kodirajuceg egzona obuhvata strukturnu i funkcionalnu analizu fragmenta 
duzine 800Ьр u okviru koga se nalazi bazalni promotor. 
GC OSTRVCA PROMOTOR 
--.-.. ..1-. Jloi.IJ..ii.ll..~t.'ll .... · --+1---•-~ ~ • "• .. " •-... ·--.::::::.=====iilll•l--
2 
NEKODIRAJUCI EGZONI KODIRAJLICI EGZONI ~ 
Slika 14. Shematski prikaz 5' nekodirajuceg regiona gena SMAD4 
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З. З. 1. Analiza metilacije u nekodirajucem egzonu 1 gena SMAD4 
Metilacioni status 5' regulatornog regiona gena SMAD4 analiziran је 
pomocu restrikcionih enzima Hpall i Mspl , koji imaju isto mesto prepoznavanja 
(CCGG), ali se razlikuju ро osetljivosti na prisustvo metil-grupa u DNK. 
Analizirani segment DNK obuhvata region bogat GC ostrvcima u okolini 
nekodirajuceg egzona 1 gena SMAD4 (103). U prisustvu metilacije na GC 
ostrvcima u pomenutom regionu Hpall enzim, koji је osetljiv na metilaciju, ne 
moze da izvrsi secenje DNK, dok Mspl enzim, koji је neosetljiv na metilaciju , 
moze. 
U kontrolnim reakcijama, u kojima se kao matrica za umnozavanje koristi 
genomska DNK koja је inkuЬirana bez enzima, pomocu granicnika Hm1 i Hm2 
umnozava se fragment duzine 408Ьр. U reakcijama u kojima se kao matrica za 
umnozavanje koristi DNK inkuЬirana sa enzimom Mspl dolazi do secenja DNK i 
nema umnozavanja fragmenta. U reakcijama u kojima se kao matrica za 
umnozavanje koristi DNK inkublrana se enzimom Hpall do secenja DNK dolazi u 
zavisnosti od metilacionog statusa GC ostrvaca u fragmentu, odnosno do 
umnozavanja dolazi samo ukoliko је metilacija prisutna i nije doslo do secenja. 
Deo rezultata analize prisustva metilacije u 5' regulatornom regionu gena 
SMAD4 prikazan је na slici 15. 
Analiza prisustva metil-grupa u nekodirajucem egzonu 1 gena SMAD4 
uspesno је izvrsena u 17 uzoraka DNK izolovanih iz svezih tkiva karcinoma 
pankreasa (34%) i nije otkrivena ni u jednom od analiziranih slucajeva. Za 
preostala 33 uzorka (66%) u kontrolnim reakcijama u kojima su kao polazne 
matrice koriscene nesecene genomske DNK nije doslo do umnozavanja 
fragmenta, ра nije moglo Ьiti odredeno da li је metilacija prisutna ili ne. Metilacija 
takode nije Ьila prisutna ni u 4 uspesno analizirana uzorka nemalignog 
pankreasnog tkiva. 
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Sljka 15. Aпaljza PCR produkata doЬijeпjh umпozavaпjem pomocu gгапјспјkа 
Hm1 ј Hm2 u 2% gelu od agaroze 
М- DNK marker !'ZJX/Haelll 
1, 4, 7, 1 О, 1 З, 16 - DN К secena enzimom Mspl 
2, 5, 8, 11, 14, 17- DNK secena enzimom Hpall 
З, 6, 9, 12, 15, 18- nesecena DNK 
К- kontrolna DNK 
З. З. 2. Analiza strukture promotora gena SMAD4 
Strukturпa aпaljza promotora gепа SMAD4 vrseпa је sekveпcjraпjem 
DNK. Segmeпt DNK duzjпe 800Ьр (-668Ьр do +131Ьр) umпozeп је pomocu 
graпjcпjka Р1Х ј Р2Н . Ргесјsсепј produktj umпozavaпja sekveпcjraпj su u dve 
odvojeпe reakcjje, а u svakoj је korjsceп ро јеdап od gгапјспјkа kojjma је vrseпo 
umпozavaпje. Prjsustvo promeпa u odпosu па пormalпu geпetsku vaгjjaпtu 
aпaljzjraпo је u regjoпu -620Ьр do +80Ьр . 
U апаlјzјгапоm regjoпu promotora gепа SMAD4 uосепа su dva 
poljmorfпa пјzа tjmjпa па pozjcjjama -462 ј -4, kojj su se u aпaljzjraпjm uzoгcjma 
tkjva paпkreasa razljkovalj u odпosu па погmаlпе geпetske vагјјапtе, -462Т(15) ј 
-4Т(12). Posto uzoгcj kагсјпоmа predstavljaju geпetskj heterogeпu populacjju 
celjja, u svakom uzorku је odredjvaпo prjsustvo пajzastupljenjje vагјјапtе. Qsjm 
пormalпjh varjjaпtj -462Т(15) ј -4Т(12), u tkjvu karcjпoma paпkreasa је otkгjveпo 
ј prjsustvo varjjaпtj -462Т(14) , -4Т(11) ј -4Т(1 О) (sljke 16 ј 17). 
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Sljka 16. Rezultatj sekvencjranja regjona promotora gena SMAD4 u kome se 
nalazj poljmorfjzam -462Т(15) u uzorcjma u kojjma su najzastupljenjje varjjante -
462Т(15) (А) ј -462Т(14) (В) 
•.•••• 1111111111111111111 
T C TTTTTTTTTTTT C TTTTTT A GG TT 
..................... 
lттттттттттт с тттттт А GG Т 
llldllllll 
103 97 91 85 122 115 108 
А в с 
Sljka 17. Rezultatj sekvencjranja regjona promotora gena SMAD4 u kome se 
nalazj poljmorfjzam -4Т(12) u uzorcjma u kojjma su najzastupljenjje varjjante 
-4Т(12) (А), -4Т(11) (В) ј -4Т(1 О) (С) 
Analjze DNK sekvencj ukazuju da је u оЬа poljmorfna regjona u 
karcjnomu pankreasa prjsutan fenomen mjkrosateljtne nestaЬilnostj . U vecjnj 
uzoraka detektovano је u tragovjma prjsustvo varjjantj kracjh za ро 1-ЗЬр u 
odnosu na najzastupljenjju varjjantu. Zbog fenomena mjkrosateljtne nestaЬilnostj 
metodom sekvencjranja njje Ьilo moguce precjzno odredjtj koje varjjante 
poljmorfjzama -462Т(15) ј -4Т(12) su najzastupljenjje u analjzjranjm uzorcjma 
tkjva karcjnoma pankreasa, раје odredjvanje varjjantj jzvrseno metodom analjze 
fragmenata. 
З. З. З. Analiza polimorfizama -462Т(15) i -4Т(12) u promotoru gena SMAD4 
Analjza varjjantj poljmorfjzama -462Т(15) ј -4Т(12) u uzorcjma tkjva ј 
perjferne krvj jspjtanjka sa karcjnomom pankreasa, kao ј tkjva ј perjferne krvj 
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jspjtanjka sa kolorektalnjm kancerom vrsena је PCR metodom. Ampljfjkacjja ovjh 
regjona ј е vrsena pomocu granjcnjka obelezenjh fluoroforama, а doЬijenj PCR 
produktj su analjzjran j kapjlarnom elektroforezom. Prjsustvo pojedjnjh varjjantj 
odredjvano је pomocu softvera za genotjpjzacjju. Na svjm sljkama na kojjma su 
prjkazanj rezultatj analjze fragmenata sa leve strane је oznacen broj uzorka, а sa 
desne doЬijenj rezultat , koj j predstavlja najcescu detektovanu varjjantu ukoljko se 
radj о tkjvu , odnosno detektovan genotjp ukoljko se radj о perjfernoj krvj. 
Analjza poljmorfjzma -462Т(15) је vrsena pomocu granjcnjka obelezenog 
bojom VIC, а produktj su detektovanj u rasponu duzjna od 147Ьр do 154Ьр (х 
osa elektroferograma) ј u rasponu jntenzjteta sjgnala 250 do 4000 (у osa 
elektroferograma). Qsjm normalne varjjante -462Т(15), duzjne 15ЗЬр , 
detektovano је jos pet varjjantj: -462Т(16) , -462Т(14), -462Т(12), -462Т(10) ј -
462Т(9). 
U tkjvu karcjnoma pankreasa u 6% uzoraka је detektovana normalna 
varjjanta -462Т(15) , а u preostaljh 94% uzoraka varjjanta -462Т(14). Deo 
rezultata analjze poljmorfjzma -462Т(15) u uzorcjma tkjva karcjnoma pankreasa 
је prjkazan na sljcj 18. 











о д31 -462Т(14) 
Sljka 18. Analjza poljmorfjzma -462Т(15) u tkjvu karcjnoma pankreasa 
al153 - varijanta -462Т( 15) 
al152 - varijanta -462Т(14) 
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1 
U perifernoj krvi ispitanika sa karcinomom pankreasa na 85% anal iziranih 
alela је Ьila prisutna normalna varijanta -462Т(15) , а na 15% varijanta -462Т(1 2) . 
Tri ispitanika su Ьili heterozigoti za varijante -462Т(15) i -462Т(12) , dok su ostali 
ispitanici Ьili homozigoti. Deo rezultata analize polimorfizma -462Т(15) u 
uzorcima periferne krvi ispitanika sa karcinomom pankreasa је prikazan na slici 
19. 
~~ щ " '" ' ~gE . .. 1 
36А l!i:illJ -462Т(15)/-462Т(15) 
Slika 19. Analiza polimorfizma -462Т(15) u perifernoj krvi ispitanika sa 
karcinomom pankreasa 
al153- varijanta -462Т(15) 
al150 - varijanta -462Т( 12) 
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U kolorektalnom kanceru u 92% uzoraka је varjjanta prjsutna u perjfernoj 
krvj jspjtanjka Ьila ocuvana ј u tkjvu, od cega u 84% slucajeva varjjanta -
462Т(15), а u 8% slucajava varjjanta -462Т(16). U 8% slucajava је u perjfernoj 
krvj jspjtanjka Ьila prjsutna varjjanta -462Т(15), od cega је u 4% slucajeva u tkjvu 
detektovana varjjanta -462Т(10) ј u 4% slucajeva varjjanta -462Т(9). Deo 
rezultata uporedne analjze poljmorfjzma -462Т(15) u uzorcjma tkjva ј perjferne 
krvj jspjtanjka sa kolorektalnjm kancerom је prjkazan na sljkama 20 ј 21. 
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Sljka 20. Analjza poljmorfjzma -462Т(15) u perjfernoj krvj (К) ј tkjvu (Т) jspjtanjka 
sa kolorektalnjm kancerom kod kojjh su varjjante detektovane u perjfernoj krvj 
ocuvane u tkjvu 
al154- varijanta -462Т(16) 
_ al153- varijanta -462Т(15) 
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Sljka 21. Analiza poljmorfjzma -462Т(15) u perjfernoj krvj (К) ј tkjvu (Т) jspjtanjka 
sa kolorektalnjm kancerom kod kojjh varjjante detektovane u perjfernoj krvj njsu 
ocuvane u tkjvu 
al153- varijanta -462Т(15) 
al148- varijanta -462Т(10) 
al147- varijanta -462Т(9) 
Analjza poljmorfjzma -4Т(12) је vrsena pomocu granjcnjka obelezenog 
bojom 6-FAM, а produktj su detektovanj u rasponu duzjna od 195Ьр do 198Ьр (х 
osa elektroferograma) ј u rasponu jntenzjteta sjgnala 200 do 2000 (у osa 
elektroferograma) . Qsjm normalne varjjante -4Т(12) duzjne 198Ьр detektovane 
su jos trj varjjante: -4Т(11 ), -4Т(1 О) ј -4Т(9). 
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U tkivu karcinoma pankreasa u 6% uzoraka ј е detektovana normalna 
varijanta -4Т(12) , u 6% uzoraka varijanta -4Т(11 ), а u 88% uzoraka varijanta -
4Т(1 0). Deo rezultata analize polimorfizma -4Т(12) u uzorcima tkiva karcinoma 
pankreasa је prikazan na slici 22. 
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Slika 22. Rezultati analize polimorfizma -4Т(12) u tkivu karcinoma pankreasa 
al198 - varijanta -4Т(12) 
al197- varijanta -4Т(11) 
al196- varijanta -4Т(1 О) 
U perifernoj krvi ispitanika sa karcinomom pankreasa na 89% alela је Ьila 
prisutna varijanta -4Т(12) , na 4% varijanta -4Т(11 ), а na 7% varijanta -4Т(9) . 
Jedan ispitanik је Ьiо heterozigot za varijante -4Т(12) i -4Т(9), dok su ostali 
ispitanici Ьili homozigoti. Deo rezultata analize polimorfizma -4Т(12) u uzorcima 
periferne krvi ispitanika sa karcinomom pankreasa је prikazan na slici 23. 
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Slika 23. Rezultati analize polimorfizma -4Т(12) u perifernoj krvi ispitanika sa 
karcinomom pankreasa 
al198- varijanta -4Т(12) 
al197- varijanta -4Т(11) 
al195 - varijanta -4Т(9) 
U kolorektalnom kanceru i u uzorcima tkiva i u uzorcima periferne krvi 
ispitanika је detektovana iskljucivo normalna varijanta -4Т(12). Deo rezultata 
uporedne analize polimorfizma -4Т(12) u uzorcima tkiva i periferne krvi ispitanika 
sa kolorektalnim kancerom ј е prikazan na slici 24. 
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Slika 24. Rezultati analize polimorfizma -4Т(12) u tkivu (Т) i perifernoj krvi (К) 
ispitanika sa kolorektalnim kancerom 
al198- varijanta -4Т(12) 
З. З. 4. Analiza haplotipova varijanti -462Т(15) i -4Т(12) u promotoru gena 
SMAD4 
Pod haplotipom se podrazumeva grupa alela na jednom hromozomu koji 
su lokalizovani u neposrednoj Ыizini i koji se usled toga nasleduju zajedno. 
Varijante -462Т(15) i -4Т(12) u promotoru gena SMAD4 razdvaja svega 458Ьр, 
ра se njihove komЬinacije mogu smatrati haplotipovima. Haplotipovi promotora 
gena SMAD4 su oznaceni na sledeci nacin: haplotip [broj timina u traktu -
462T(15)]/[broj timina u traktu -4Т(12)]. 
U analiziranim tkivima karcinoma pankreasa najcesci haplotip је Ьiо 
haplotip 14/1 О, prisutan u 88% slucajeva, dok је najcesci haplotip u 
kolorektalnom kanceru Ьiо normalan haplotip 15/12, prisutan u 84% slucajeva. 
Ostali haplotipovi su Ьili prisutni u relativno malom broju slucajeva. Distribucija 
haplotipova polimorfizama -462Т(15) i -4Т(12) u analiziranim tkivima је prikazana 
u tabeli 7. 
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Tabela 7. Distribucija haplotipova polimorfizama -462Т(15) i -4Т(12) u karcinomu 
pankreasa i kolorektalnom kanceru 
haplotip karcinom Jankreasa kolorektalni kancer 
-462(Т) -4(Т) broj % broj % 
15 12 з 6 42 84 
14 11 з 6 - -
14 10 44 88 - -
16 12 - - 4 8 
10 12 - - 2 4 
9 12 - - 2 4 
ukupno 50 100 50 100 
U analiziranim uzorcima periferne krvi ispitanika sa karcinomom 
pankreasa najcesci haplotip је takode Ьiо normalni haplotip 15/12, prisutan na 
78% analiziranih alela. Samo jedan uzorak је karakterisala heterozigotnost za 
оЬе varijante i u njemu su detektovani aleli -462Т(15) i -462Т(12), kao i aleli -
4Т(12) i -4Т(9). U ovom slucaju haplotipovi su odredeni kloniranjem 
sekvenciranih PCR produkata u pGEM T-Easy vektor i sekvenciranjem doЬijenih 
klonova. Distribucija haplotipova polimorfizama -462Т(15) i -4Т(12) u uzorcima 
periferne krvi ispitanika sa karcinomom pankreasa је prikazana u tabeli 8. 
Tabela 8. Distribucija haplotipova polimorfizama -462Т(15) i -4Т(12) u perifernoj 
krvi ispitanika sa karcinomom pankreasa 
alel1 alel2 
Ьгој % 
-462(Т) -4(Т) -462(Т) 1 -4(Т) 
15 12 15 12 З9 78 
12 12 12 12 з 6 
12 9 12 9 з 6 
15 11 15 11 2 4 
15 12 12 12 2 4 
15 12 12 9 1 2 
ukupno 50 100 
U analiziranim uzorcima periferne krvi i tkiva ispitanika sa kolorektaln im 
kancerom najcesci haplotip је takode Ьiо normalni haplotip 15/12, prisutan na 
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84% analiziranih alela, dok је u 8% slucajeva Ьiо prisutan haplotip 16/12. U 
preostalih 8% slucajeva u tkivu је doslo do gubltka normalnog haplotipa 15/12 i 
do pojave haplotipova 10/12 ili 9/12. Distribucija haplotipova polimorfizama -
462Т(15) i -4Т(12) u uzorcima tkiva i periferne krvi ispitanika sa kolorektalnim 
kancerom prikazana је u tabeli 9. 
Tabela 9. Uporedna distribucija haplotipova polimorfizama -462Т(15) i -4Т(12) u 
tkivu i perifernoj krvi ispitanika sa kolorektalnim kancerom 
haplotip u tkivu haploti о u krvi 
broj % 
-462(Т) -4(Т) -462(Т) -4(Т) 
15 12 15 12 42 84 
16 12 16 12 4 8 
15 12 10 12 2 4 
15 12 9 12 2 4 
ukupno 50 100 
U uzorcima tkiva pankreasa uzetih od ispitanika za koje histopatoloski nije 
potvrdena dijagnoza karcinoma pankreasa otkriveno је prisustvo haplotipova 
14/11 i 14/1 О. Haplotip 14/11 је Ьiо prisutan kod jednog ispitanika sa cisticnom 
distrofijom pankreasa i jednog ispitanika sa hronicnim pankreatitisom, а haplotip 
14/1 О kod jednog ispitanika sa cisticnom distrofijom pankreasa, jednog ispitanika 
sa hronicnim pankreatitisom i ispitanika sa benignim tumorom pankreasa. 
U оЬа kontrolna uzorka DNK kolorektalnog kancera za koje је prethodno 
utvrdeno da sadrze mutacije u genu SMAD4 otkriveno је prisustvo normalnog 
haplotipa 15/12. 
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З. З. 5. Analiza aktivnosti varijanti promotora gena SMAD4 
Analiza aktivnosti promotora gena SMAD4 vrsena је sa fragmentima koji 
su umnozeni pomocu granicnika Р1Х i Р2Н i potom klonirani u vektor pGEM T-
Easy. Kloniranje је radeno u nezavisnim serijama eksperimenata u kojima su 
koriscena ро tri razlicita PCR produkta dobljena amplifikacijom na uzorcima DNK 
izolovanim iz tkiva karcinoma pankreasa dok nisu dobljeni klonovi sva tri 
haplotipa koji su detektovani u tkivu karcinoma pankreasa: 15/12, 14/11 i 14/1 О. 
Nakon ligacije u vektor i transformacije bakterijskog soja XL 1-Biue Е. coli vektori 
koji su nosili insert su izolovani iz bakterijskih kultura i analizirani sekvenciranjem. 
Analizom ukupno 23 dobljena klona otkriveno је prisustvo jos tri haplotipa: 15/11, 
12/11 i 12/9. lnserti navedenih sest kloniranih haplotipova su isecani iz vektora 
pGEM T-Easy pomocu enzima Hindlll i Xhol i potom klonirani u vektor 
pGL4.1 O[luc2]. 
Analiza promotorske aktivnosti razlicitih haplotipova promotora gena 
SMAD4 је vrsena pomocu sistema DuaiGio Luciferase Assay. Uticaj prisustva 
otkrivenih genetskih varijanti na aktivnost promotora gena SMAD4 је analizirana 
u celijama SaOS-2. U eksperimentima tranzijentne kotransfekcije u celije SaOS-
2 su uvedeni plazmid pGL4.1 O[luc2] sa odgovarajucim insertom i plazmid 
pGL4.70[hRiuc], а aktivnosti gena luc2 i hRiuc su merene nakon 24h. Svaki od 
konstrukata analiziran је u tri nezavisna eksperimenta, а u svakom od 
eksperimenata analiza svakog konstrukta је vrsena u triplikatu. Rezultati 
izmerene aktivnosti luc2 gena su normalizovani prema efikasnosti transfekcije, 
odnosno prema izmerenoj aktivnosti hRiuc gena. Normalizovane luc2 aktivnosti 
za analizirane genetske varijante su prikazane kao procenat aktivnosti 
normalnog haplotipa 15/12, kome је dodeljena vrednost od 100%, odnosno 1. 
Као negativna kontrola koriscen је plazmid pGL4.1 O[luc2] bez inserta. Dobljeni 
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Sljka 25. Analjza relatjvne aktjvnostj haplotjpova varjjantj -462Т(15) ј -4Т(12) 
promotora gena SMAD4 u odnosu na aktjvnost haplotjpa 15/12 
1 -vektor pG L4.1 O[luc2] bez inserta 
2 - haplotip 15/12 
З - haplotip 14/11 
4 - haplotip 14/1 О 
5 - haplotip 15/11 
6 - haplotip 12/11 
7- haplotip 12/9 
Od analjzjranjh genetskjh varjjantj promotora gena SMAD4 haplotjpovj 
15/11 , 14/11 , 12/11 ј 12/9 su jmalj aktjvnost u njvou aktjvnostj normalne varjjante 
15/12. Statjstjckj znacajno snjzenu aktjvnost (р<0 , 001) је pokazao haplotjp 
14/1 О , сјја је aktjvnost jznosjla 65% aktjvnostj normalne varjjante (0,65±0,06). 
З. З. 6. Analiza vezivanja proteina za varijante promotora gena SMAD4 
Analjza vezjvanja protejna za promotor gena SMAD4 vrsena је za 
normalan haplotjp 15/12 ј za haplotjp 14/1 О, kojj је pokazao snjzenu promotorsku 
aktjvnost. Fragmentj promotorskog regjona gena SMAD4 su umnozen j pomocu 
granjcn jka Р1 ј P2f, а doЬij enj PCR produktj obelezenj bojom 6-FAM su 
precjscenj. Precjscenj PCR fragmentj su zastjcenj protejnjma jedarnjh ekstrakata 
celjjskjh ljnjja SaOS-2, NTERA-2, К562 ј Hela, а zatjm podvrgnutj dejstvu 
63 
enzima dezoksiribonukleaze 1, koj i sece nezasticene regione DNK. Variranjem 
kolicine DNK, kolicine jedarnih proteina i sastava pufera u kojem se odvija 
reakcija uspostavljeni su uslovi za jasnu detekciju signala. 
Fragmenti promotora gena SMAD4 koj i nose haplotipove 15/12 i 14/1 О 
pokazuju isti profil signala nakon digestije dezoksiribonukleazom 1 bez zastite 
jedarnim proteinima. U оЬа slucaja pril ikom zastite fragmenata jedarnim 
proteinima pre digestije dezoksiribonukleazom 1 dolazi do potpunog guЬitka 
signala u kompletnom analiziranom fragmentu i nema razlike izmedu analiziranih 
varijanti. Na slikama 26 i 27 su prikazani rezultati doЬijeni kada su PCR fragmenti 
podvrgnuti dejstvu dezoksiribonukleaze 1 bez zastite jedarnih proteina i sa 
zastitom jedarnim ekstraktima celijske linije NTERA-2. lsti profili signala doЬijeni 
su i kada је zastita fragmenta vrsena jedarnim ekstraktima celijskih linija SaOS-2, 
К562 i Hela. 
14/10 
Slika 26. Uporedna analiza fragmenata promotora gena SMAD4 sa 
haplotipovima 15/12 i 14/1 О doЬijenih nakon digestije dezoksiribonukleazom 1 
bez zastite jedarnim proteinima 
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Sljka 27. Uporedna analjza fragmenata promotora gena SMAD4 sa 
haplotjpovjma 15/12 ј 14/1 О dobljenjh nakon djgestjje dezoksjrjbonukleazom 1 
sa zastjtom jedarnjm protejnjma celjjske ljnjje NTERA-2 
З. 4. Korelacija karakteristika ispitanika i promena u genima SMAD4 i KRAS 
Genj SMAD4 ј KRAS su analjzjranj u maljgnom tkjvu kod 50 jspjtanjka sa 
karcjnomom pankreasa ј 50 jspjtanjka sa kolorektalnjm kancerom. Grupe 
jspjtanjka su se medusobno statjstjckj znacajno razljkovale ро godjnama ј 
stadjjumu tumora (tabela 1 0). Grupu jspjtanjka sa karcjnomom pankreasa cjne 
jspjtanjcj kojj su u proseku mladj ј kod kojjh su cescj kasnjjj stadjjumj tumora ј 
znacj njegovog lokalnog sjrenja u odnosu na jspjtanjke sa kolorektalnjm 
kancerom. Mutacija u kodonu 12 gena KRAS Ьila је znacajno ucestalija kod 
jspjtanjka sa karcjnomom pankreasa. Haplotjp 14/1 О u promotoru gena SMAD4, 
kojj jma snjzenu promotorsku aktjvnost, Ьiо је prjsutan u tkjvu kod 88% jspjtanjka 
sa karcjnomom pankreasa, а nije Ьiо pгjsutan nj u jednom slucaju kolorektalnog 
kancera. 
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Tabela 1 О . Karakteristike grupa ispitanika sa karcinomom pankreasa i 
kolorektalnim kancerom ciji su uzorci malignog tkiva analizirani 
karcinom kolorektalni р vrednost 
pankreasa kancer 
ukupno ispitanika 50 50 
pol, muski 1 zenski 321 18 331 17 р=0,942 
godine, srednja vrednost±SD 56,6±8, 1 64,2±8,8 р=0 , 005 
stadijum tumora, Т1+Т2 1 Т3+Т4 4146 23127 р<0 , 001 
znaci lokalnog sirenja tumora, bez 1 sa 7143 28122 р<О , ОО1 
mutacija u kodonu 12 gena KRAS 74% 28% р<О,ОО1 
haplotip 14/1 О u pгomotoru gena SMAD4 88% - р<О,ОО1 
Prisustvo promena u promotoru gena SMAD4 i kodonu 12 gena KRAS је 
korelirano sa podacima о polu, godinama starosti па dijagnozi i stadijumom 
tumora ispitanika. Za potrebe statisticke analize ispitanici su podeljeni u sledece 
podgrupe: muskarci ili zene, mladi ili stariji od 60 godina, sa ranijim (Т1 i Т2) ili 
kasnijim (ТЗ i Т4) stadijumima tumora i bez (NO) ili sa (N1 i N2) znacima lokalnog 
sirenja tumora. Medu ovim podgrupama nisu uocene statisticki znacajne razlike u 
distribuciji haplotipova promotora gena SMAD4 i mutacije u kodonu 12 gena 
KRAS. 
Prisustvo promena u promotoru gena SMAD4 takode је ispitivano kao 
potencijalni faktor rizika u grupi ispitanika sa karcinomom pankreasa ciji su uzorci 
periferne krvi analizirani. Prisustvo haplotipova 15/11, 12/12 i 12/9 је korelirano 
sa podacima о polu , godinama starosti па dijagnozi, porodicnom istorijom tumora 
i drugim faktorima rizika, ali nisu uocene statisticki znacajne razlike. 
Prisustvo otkrivenih promena u promotoru gena SMAD4 korelirano је sa 
prisustvom mutacije u kodonu 12 gena KRAS za analizirana maligna tkiva. U 
tkivu karcinoma pankreasa ni u jednom uzorku nije otkriveno prisustvo оЬе 
normalne varijante, promotora gena SMAD4 i kodona 12 gena KRAS. Samo u 
jednom slucaju је normalna varijanta kodona 12 gena KRAS detektovana u 
komЬinaciji sa funkcionalnom varijantom promotora gena SMAD4, haplotipom 
14/11 . U 64% slucajeva Ьila је prisutna i mutacija kodona 12 u genu KRAS i 
varijanta promotora gena SMAD4 sa snizenom aktivnoscu, haplotip 14/1 О , а u 
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98% slucajeva Ьаг jedna od dve navedene promene. Rezultat j komblnovane 
analjze promena u genjma SMAD4 ј KRAS u kaгcjnomu pankreasa pгjkazanj su 
u tabelj 11. U tkjvu kolorektalnog kancera kod svjh 14 uzoraka u kojjma је 
detektovana mutacjja u kodonu 12 gena KRAS otkrjveno је prjsustvo haplotjpa 
15/12 promotora gena SMAD4. 
Tabela 11. Djstгjbucjja haplotjpova varjjantj -462Т(15) ј -4Т(12) gena SMAD4 ј 
mutacjje u kodonu 12 gena KRAS u analjzjranjm tkjvjma kaгcjnoma pankreasa 
mutacija u kodonu 12 haplotip promotora gena SMAD4 
ukupno gena KRAS 15/12 14/11 14/1 о 
nije prisutna - 1 2% 12 24% 1З 26% 
prisutna з 6% 2 4% З2 64% З? 74% 
ukupno з 6% з 6% 44 88% 50 100% 
Za deset jspjtanjka sa karcjnomom ј jednog jspjtanjka sa benjgnjm 
tumorom pankreasa su Ьili dostupnj ј podacj о njvou ekspresjje protejna SMAD4 
u tkjvu pankreasa, а kojj su datj u tabelj 12. Njvo ekspresjje protejna SMAD4 је 
odreden metodom jmunohjstohemjje. Njje uocena korelacjja jzmedu prjsustva 
otkгjvenjh promena u promotoru gena SMAD4 ј njvoa ekspresjje protejna 
SMAD4. 
Tabela 12. Korelacjja haplotjpova varjjantj -462Т(15) ј -4Т(12) gena SMAD4 sa 
njvoom ekspresjje protejna SMAD4 
OZNAКA HISТOPATOLOSКA HAPLOTIP PROMOTORA NIVO EKSPRESIJE 
UZORКA DIJAGNOZA GENASMAD4 PROTEINA SMAD4* 
А1 karcinom pankreasa 14/10 о 
А2 karcinom pankreasa 14/10 2 
АЗ karcinom pankreasa 14/1 о о 
А4 karcinom pankreasa 14/10 2 
А5 karcinom pankreasa 14/10 1 
А6 karcinom pankreasa 14/1 о з 
А? karcinom pankreasa 14/1 о з 
А8 karcinom pankreasa 15/12 2 
А9 karcinom pankreasa 14/1 о о 
А10 karcinom pankreasa 14/1 о 2 
А11 beniQni tumor pankreasa 14/10 2 
" " .. " *0-nema ekspresiJe, 1-nlzak n1vo ekspreSIJe, 2-srednJI n1vo ekpreSIJe, З-v1sok n1vo ekspresije 
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З. 5. Rezultati analize gena SMAD4 i KRAS u grupama ispitanika 
Zblrni rezultati analize gena SMAD4 i KRAS u nemalignom i malignom 
tkivu pankreasa i tkivu kolorektalnog kancera dati su u tabelama 13, 14 i 15. U 
tabeli 1 З dati su zblrni rezultati analize mutacije u kodonu 12 gena KRAS 
analize haplotipa promotora gena SMAD4 u karcinomu pankreasa 
kolorektalnom kanceru, kao i rezultati analize metilacije u promotoru gena 
SMAD4 u karcinomu pankreasa. U tabeli 14 prikazani su rezultati analize 
haplotipa promotora gena SMAD4 u perifernoj krvi pacijenata sa karcinomom 
pankreasa. U tabeli 15 dati su rezultati analize mutacije u kodonu 12 gena 
KRAS, analize haplotipa promotora gena SMAD4 i rezultati analize metilacije u 






















































Tabela 1 З . Rezultati analize gena SMAD4 i KRAS u tkivu karcinoma pankreasa i 
kolorektalnog kancera 
КARCINOM PANKREASA KOLOREKTALNIКANCER 
MUTACIJA U METILACIJA U HAPLOTIP OZNAКA MUTACIJAU HAPLOTIP PROMOTORA 
KODONU12 PROMOTORU PROMOTORA UZORКA KODONU12 GENASMAD4 
GENAKRAS GENASMAD4 GENASMAD4 GENA KRAS TКIVO KRV 
+ 14/10 CRC1 - 15/12 15/12 
+ 14/10 CRC2 - 15/12 15/12 
+ 14/10 СRСЗ - 15/12 15/12 
- 14/10 CRC4 - 15/12 15/12 
+ 14/10 CRC5 - 15/12 15/12 
+ 14/10 CRC6 + 15/12 15/12 
+ 14/10 CRC7 - 15/12 15/12 
+ 15/12 CRCB - 15/12 15/12 
- 14/10 CRC9 + 15/12 15/12 
+ 14/10 CRC10 + 15/12 15/12 
+ - 15/12 CRC11 - 15/12 15/12 
+ - 14/10 CRC12 - 15/12 15/12 
- - 14/1 о CRC13 - 15/12 15/12 
+ - 14/10 CRC14 - 15/12 15/12 
- - 14/10 CRC15 + 15/12 15/12 
+ - 14/10 CRC16 - 9/12 15/12 
- - 14/10 CRC17 + 15/12 15/12 
- - 14/10 CRC18 - 15/12 15/12 
+ - 14/10 CRC19 - 15/12 15/12 
- - 14/10 CRC20 - 15/12 15/12 
- - 14/10 CRC21 + 15/12 15/12 
+ - 15/12 CRC22 - 15/12 15/12 
+ - 14/10 CRC23 - 16/12 16/12 
+ - 14/10 CRC24 - 15/12 15/12 
+ - 14/10 CRC25 - 15/12 15/12 
+ - 14/10 CRC26 + 15/12 15/12 
- - 14/11 CRC27 - 9/12 15/12 
+ 14/10 CRC28 - 16/12 16/12 
+ 14/10 CRC29 + 15/12 15/12 
+ 14/10 СRСЗО + 15/12 15/12 
- 14/10 CRC31 - 10/12 15/12 
- 14/10 CRC32 - 16/12 16/12 
+ 14/10 СRСЗЗ - 15/12 15/12 
+ 14/10 CRC34 - 15/12 15/12 
+ 14/10 CRC35 + 15/12 15/12 
+ 14/11 CRC36 + 15/12 15/12 
- 14/10 CRC37 - 15/12 15/12 
+ 14/10 CRC38 - 16/12 16/12 
+ 14/10 CRC39 - 10/12 15/12 
+ 14/10 CRC40 - 15/12 15/12 
- 14/10 CRC41 - 15/12 15/12 
+ 14/10 CRC42 - 15/12 15/12 
+ 14/10 CRC43 + 15/12 15/12 
+ 14/10 CRC44 - 15/12 15/12 
+ 14/1 о CRC45 + 15/12 15/12 
+ 14/11 CRC46 - 15/12 15/12 
+ 14/1 о CRC47 - 15/12 15/12 
+ 14/10 CRC48 - 15/12 15/12 
+ 14/10 CRC49 - 15/12 15/12 
+ 14/10 CRC50 + 15/12 15/12 
Mutacija u kodonu 12 gena KRAS: +- prisutna , -- nije prisutna 
Metilacija u promotoru gena SMAD4: -- nije prisutna , za ostale uzorke analiza nije uspela 
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Tabela 14. Rezultati analize gena SMAD4 i KRAS u perifernoj krvi ispitanika sa 
karcinomom pankreasa 





















































Tabela 15. Rezultati analize gena SMAD4 i KRAS u nemalignom tkivu pankreasa 
OZNAКA POL STAROSТ HISTOPATOLOSКA DIJAGNOZA MUTACIJAU METILACIJA U HAPLOTIP 
UZORКA NA KODONU12 PROMOTORU PROMOTORA 
DIJAGNOZI GENAKRAS GENASMAD4 GENASMAD4 
А11 м 62 benigni tumorpankreasa - 14/10 
А29 м 42 hronicni pankreatitis - - 14/10 
АЗ9 м 67 cisticna distrofija pankreasa + - 14/11 
А40 м 49 cisticna distrofija pankreasa + - 14/11 
А41 z 52 hronicni pankreatitis - - 14/10 
.. .. 
MutaciJa u kodonu 12 gena KRAS: +- pпsutna , -- ПIЈе pпsutna 
Metilacija u promotoru gena SMAD4:-- nije prisutna , za uzorak А 11 analiza nije uspela 
71 
4. DISKUSIJA 
Ovo istrazivaпje је imalo za cilj da ispita postojaпje strukturпih ргоmепа u 
geпu SMAD4 u maligпom tkivu resektabllпih stadijuma karciпoma paпkreasa , 
kao i da istrazi fuпkcioпalпe posledice otkriveпih ргоmепа i пjihov eveпtualпi 
zпасај u пastaпku i razvoju ove bolesti. Za razliku od drugih geпetskih osteceпja , 
ргоmепе u geпu SMAD4 predstavljaju specificaп marker za paпkreasпu 
karciпogeпezu, ра је proucavaпje ргоmепа strukture i fuпkcije gепа SMAD4 u 
karciпomu paпkreasa od velikog zпасаја za uпаргеdепје dijagпostike , terapije i 
ргасепја toka ove bolesti. 
Dok su mutacije u geпu SMAD4 koje dovode do potpuпog gubltka пjegove 
ekspresije јаsпо povezaпe sa kasпijim stadijumima tumora, metastazama i vrlo 
losom progпozom, status ovog gепа u raпim stadijumima karciпoma paпkreasa 
jos uvek пiје dovoljпo istrazeп. Novija istrazivaпja ukazuju da gеп SMAD4 
verovatпo пiје klasicaп tumor supresor gеп , оdпоsпо da па molekularпe procese 
u karciпogeпezi пе utice samo potpuп gubltak proteiпa SMAD4, vec da је mпogo 
verovatпije da se razliciti stepeпi osteceпja strukture i fuпkcije gепа SMAD4 
javljaju u razlicitim stadijumima karciпogeпeze i dovode do razlicitih stepeпa 
osteceпja sigпalпog puta u kome SMAD4 ucestvuje (1 04, 1 05). 
U ovom istrazivaпju gеп SMAD4 је aпaliziraп u tkivu karciпoma 
paпkreasa koje је odstraпjeпo prilikom operacije i potom direktпo korisceпo za 
geпetske aпalize. Veciпa dosadasпjih studija је vrseпa па primarпim kulturama 
celija karciпoma paпkreasa poreklom od pacijeпata, ali је pozпato da је stopa 
mutacija u пjima zпаtпо visa пеgо u polazпom tkivu (24, 63). Stoga samo 
tumorsko tkivo uzeto od pacijeпata predstavlja пajiпformativпiji Ьio loski materijal 
za proucavaпje рапkгеаsпе karciпogeпeze , јег omogucava reprezeпtativaп uvid 
u status gепа SMAD4 u tumoru. Kako od ispitaпika ciji su uzorci karcinoma 
paпkreasa aпaliziraпi пisu Ьili dostupпi uzorci drugih tkiva, koji Ьi omogucili 
poredeпje statusa gепа SMAD4 u maligпom i пemaligпom tkivu , u istrazivaпje је 
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ukljuceпa i grupa ispitaпika sa karciпomom paпkreasa koji пisu podvrgavaпi 
operaciji uklaпjaпja tumora i ciji su uzorci periferпe krvi takode korisceпi za 
geпetsku aпalizu. 
U istrazivaпju su takode korisceпi uzorci kolorektalпog kапсега, radi 
рогеdепја dobljeпih rezultata sa tumorom u kome su zastupljeпi slicпi 
molekularпi mehaпizmi karciпogeпeze, а u kome је gеп SMAD4 пајсеsсе 
osteceп posle karciпoma paпkreasa. Uzorci kolorektalпog kапсега su ukljuceпi u 
istrazivaпje da Ьi se ispitalo u kojoj su meri otkriveпe promeпe specificпe za 
karciпom paпkreasa, оdпоsпо da li su karakteristicпe samo za odredeпi tip 
tumora ili za maligпo tkivo uopste. 
Za strukturпu i fuпkcioпalпu aпalizu promotora gепа SMAD4 оdаЬгап је 
eksperimeпtalпi pristup visoke seпzitivпosti i specificпosti, kao i mogucпost 
kvaпtifikacije rezultata. Za strukturпu aпalizu su korisceпe metode sekveпciraпja 
DNK i aпalize DNK fragmeпata obelezeпih fluoroforama sa laserskom 
detekcijom, koje obezbeduju visu seпzitivпost i specificпost u odпosu па klasicпe 
metode molekularпe geпetike. Za fuпkcioпalпu aпalizu razlicitih varijaпti 
promotora gепа SMAD4 је оdаЬгап luciferazпi esej, metoda koja obezbeduje 
mogucпost kvaпtifikacije promotorske aktivпosti i пormalizovaпje vredпosti u 
odпosu па efikasпost eksperimeпta, а samim tim i visoku pouzdaпost dobljeпih 
rezultata. 
4. 1. Analiza DNK iz tumorskog tkiva pankreasa 
U ovom istrazivaпju za aпalizu statusa gепа SMAD4 је korisceпo 
tumorsko tkivo karciпoma paпkreasa, sveze ili u parafiпskom kalupu, koje је 
dobljeпo resekcijom paпkreasпog tkiva od ispitaпika koji su podvrgпuti proceduri 
operativпog uklaпjaпja tumora. Medu pacijeпtima kod kojih se dijagпostikuje 
karciпom paпkreasa, svega kod oko 15-20% se tumor otkrije u dovoljпo гапоm 
stadijumu da Ьi mogao da se odstraпi operatvпim putem. Relativпo mali Ьгој 
pacijeпata sa karciпomom paпkreasa se godisпje upucuje па operativпi zahvat, 
ра је samim tim Ьiо mali Ьгој uzoraka svezih tkiva dostupaп za ovo istrazivaпje . 
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Zbog toga su u istгazivaпju koгisceпi i aгhivski uzoгci paгafiпskih kalupa tkiva 
kaгciпoma рапkгеаsа , kako Ьi se obezbedio dovoljaп Ьгој uzoгaka tkiva za 
pouzdaпiju aпalizu. 
Uzoгci svezeg tumoгskog tkiva su пajpogodпiji mateгijal za ргоuсаvапје 
molekularnih ргоmепа u maligпim celijama, јег su пukleiпske kiseliпe i pгoteiпi u 
пjima гelativпo dоЬго ocuvaпi , ukoliko se uzoгci pгavilпo pгipгemaju i skladiste. 
Medutim, ovakvi uzoгci se гelativпo гetko koгiste za aпalizu DNK u istгazivacke 
svгhe, јег mediciпske procedure пе podгazumevaju гutiпsko uzimaпje svezih 
uzoгaka tkiva. Dodatпi ргоЫеm u obгadi ovakvih uzoгaka је sto је пеорhоdпо da 
se odmah ро uzimaпju podvгgпu izolaciji DNK, оdпоsпо пе mogu da se ocuvaju 
u duzem vгemeпskom peгiodu, osim uz pomoc ргосеsа tгeпutпog dubokog 
zamгzavaпja u tecпom azotu. Ргiпоs i kvalitet DNK izolovaпe iz svezih tkiva u 
пacelu su vгlo visoki i гetko zavise od ргосеduге izolacije ili dгugih faktoгa (1 06). 
Uzoгci svezih tkiva koгisceпi u ovom istгazivaпju davali su dоЬаг ргiпоs i kvalitet 
DNK паkоп izolacije, ра su koгisceпi diгektпo za dalje aпalize. 
Paгafiпski kalupi tkiva pгedstavljaju vгstu aгhivskih uzoгaka koji su vгlo 
оtрогпi па гаzпе uticaje sгediпe, ра se mogu lako ocuvati vise desetiпa godiпa 
(1 06). Ovakvi uzoгci su izuzetпo pogodпi za aпalizu DNK, zbog svoje dostupпosti 
i сiпјепiсе da DNK u tkivu moze ostati staЬilпa vise godiпa. Medutim, koliciпa i 
kvalitet DNK izolovaпe iz paгafiпskog kalupa tkiva moze veoma da vагiга i u 
пајvесој meгi zavisi od kvaliteta paгafiпskog kalupa, а u mапјој meгi i od 
ргосеduге izolacije DNK (1 07). Pгilikom ргiргеmе paгafiпskog kalupa, оdпоsпо 
ргосеsа paгafiпizacije tkiva, tokom fiksacije tkiva u гastvoгu dolazi do degгadacije 
пukleiпskih kiseliпa, ргi cemu је stepeп degгadacije veci ukoliko se tkivo u 
гastvoгu iпkublгa kгасе od 6h ili duze od 24h. Оо degгadacije DNK takode dolazi 
u mапјој ili vecoj meгi tokom pгocedure izolacije iz tkiva, а пajvecim delom tokom 
iпkubacije tkiva u гastvoгu pгoteiпaze К, koja se odvija 1 h-Зh па poviseпoj 
tempeгatuгi (50°С), а koja је пеорhоdпа da Ьi se celije tkiva medusobпo 
гazdvojile рге izolacije. U ovom istгazivaпju izolacijom DNK iz paгafiпskih kalupa 
tkiva dоЬiјепа је DNK u гelativпo maloj koliciпi i vгlo loseg kvaliteta, tako da se 
пiје mogla koгistiti diгektпo u daljim aпalizama, zbog cega је podvгgavaпa metodi 
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amplifikacije genoma. Ova metoda omogucava umnozavanje celokupne DNK 
pomocu nespecificnih granicnika i koristi se u analizama u kojima је kolicina DNK 
uzorka ogranicena da Ьi se povecala ukupna kolicina polazne DNK za 
amplifikaciju zeljenih fragmenata PCR metodom. 
4. 2. Analiza mutacije u kodonu 12 gena KRAS u karcinomu pankreasa 
Mutacija u kodonu 12 gena KRAS karakteristicna је za najveci broj 
slucajeva karcinoma pankreasa i uglavnom se detektuje u ranom stadijumu 
tumora ili cak u premalignim lezijama. Zbog toga se ova genetska promena 
smatra molekularnim markerom rane pankreasne karcinogeneze. Prisustvo 
mutacije u kodonu 12 gena KRAS otkriveno је u pankreasnom tkivu u 75-1 ОО% 
slucajeva karcinoma pankreasa (1 08). Mutacija је uglavnom prisutna kod 
pacijenata kod kojih је doslo do lokalnog sirenja tumora, odnosno njeno prisustvo 
је povezano sa agresivnijim, rekurentnim i metastatskim tumorima (1 09). 
Prisustvo mutacije u kodonu 12 gena KRAS је kod pacijenata u ovoj studiji 
otkriveno sa nesto nizom ucestaloscu, u 74% slucajeva, sto se moze objasniti 
cinjenicom da su u istrazivanje ukljuceni ispitanici sa ranim stadijumima tumora. 
Kod ispitanika sa kolorektalnim kancerom mutacija u kodonu 12 gena KRAS Ьila 
је prisutna u 28% slucajeva, sto је nesto niza ucestalost u odnosu па druge 
studije (11 О, 111 ). 
Analizom nemalignih tkiva pankreasa mutacija је otkrivena kod dva 
ispitanika sa cisticnom distrofijom pankresa, dok kod dva ispitanika sa hronicnim 
pankreatitisom i kod ispitanika sa benignim tumorom pankresa mutacija nije Ьila 
prisutna. Mutacija u kodonu 12 gena KRAS cesto moze Ьiti prisutna u tkivu 
pankreasa u hronicnom pankreatitisu, koji predstavlja faktor rizika za razvoj 
karcinoma, ali nije poznato kakav је status gena KRAS u cisticnoj distrofiji 
pankreasa (1 08, 112). Cisticna distrofija pankreasa је oboljenje cija је klinicka 
slika u velikoj meri slicna karcinomu pankreasa, ali posto је ova bolest izuzetno 
retka jos uvek nije istrazeno da li kod obolelih postoji povisen rizik za karcinom 
pankreasa. 
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Mutacija u kodoпu 12 gепа KRAS moze Ьiti prisutпa u vrlo malom broju 
cel ija tumora ili premaligпe lezije, sto otezava пјепо otkrivaпje i zahteva da 
metoda koja se primeпjuje za пјепu detekciju ima visoku osetljivost. U ovom 
istrazivaпju detekcija mutacije u kodoпu 12 gепа KRAS је vrseпa PCR-RFLP 
metodom, cija osetljivost пiје visoka, а па ciju su efikasпost dodatпo uticali 
kvalitet i koliciпa DNK koja је uроtгеЫјепа kao polazпi materijal. Uzorci DNK 
izolovaпi iz uzoraka svezeg paпkreasпog tkiva su dali јаsпе rezultate, ali u 
slucaju uzoraka DNK izolovaпih iz parafiпskih kalupa tkiva paпkreasa osetljivost 
metode је роvесапа amplifikacijom geпoma рге PCR amplifikacije. Predпost 
primeпe PCR-RFLP metode za detekciju mutacije u kodoпu 12 gепа KRAS, 
osim u пјепој jedпostavпosti, brziпi izvodeпja i ekoпomskoj isplativosti, lezi u 
ciпjeпici da је metoda tako dizajпiraпa da se пјоm postize detekcija prisustva Ьilo 
koje od пekoliko mogucih пukleotidпih ргоmепа u kodoпu 12. 
lako aпaliza prisustva mutacije u kodoпu 12 gепа KRAS пiје dovoljпo 
iпformativпa za difereпciraпje karciпoma paпkreasa od hroпicпog paпkreatitisa i 
drugih tipova tumora u kojima se ova mutacija takode cesto javlja, u rutiпskoj 
dijagпostici Ьi mogla da posluzi kao јеdап od parametara za lakse 
dijagпostikovaпje karciпoma paпkreasa. Nјепо uvodeпje u rutiпsku dijagпostiku 
treba роsеЬпо razmotriti u svetlu сiпјепiсе da se aпaliza moze poteпcijalпo vrsiti 
i па uzorcima krvпe plazme, zahvaljujuci prisustvu izvesпe koliciпe DNK koja se 
u plazmu oslobada usled пekroze celija tumorskog tkiva (11 З, 114). 
Gеп KRAS se posledпjih godiпa iпteпzivпo izucava kao poteпcijalпa 
terapijska meta u karciпomu paпkreasa, kolorektalпom kaпceru i karciпomu 
pluca (115). Pozпato је da prisustvo mutacija u geпu KRAS u tkivu tumora 
dovodi do пjegove rezisteпtпosti па odredeпi tip lekova (116) . Moпokloпska 
aпtitela па receptor za epidermalпi faktor rasta imaju dejstvo samo па tumore u 
kojima је prisutпa погmаlпа varijaпta gепа KRAS. Aпaliza mutacije tumorskog 
tkiva па prisustvo mutacije u geпu KRAS kao prediktivпog faktora za odgovor па 
terapiju preporucuje se u slucajevima metastatskog kolorektalпog kапсега рге 
primeпe terapije moпokloпskim aпtitelima па receptor za epidermalпi faktor rasta 
(117). U leceпju karciпoma paпkreasa jos uvek se istrazuje efikasпost pojediпih 
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lekova ј efekat пjjhove komblпovaпe prjmeпe , ра se aпaljza mutacjje u geпu 
KRAS jos uvek пе korjstj rutjпskj kao p redjktjvпj faktor za odgovor па terapjju 
(118) 
4. З. Analiza metilacionog statusa promotora gena SMAD4 
Metjlacjja GC ostrvaca u promotoru gепа SMAD4 predstavlja роtепсјјаlпј 
mehaпjzam jпaktjvacjje ovog gепа u maljgпjm bolestjma. Fragmeпt kojj је u 
ovom jstrazjvaпju оdаЬгап za aпaljzu prjsustva metjl-grupa је bogat GC 
ostrvcjma ј пalazj se uzvodпo od promotora gепа SMAD4. Aпaljza prjsustva 
metjl-grupa је vrseпa pomocu eseja zasпovaпog па PCR metodj u kome se 
korjste restrjkcjoпj eпzjmj Mspl ј Hpall, kojj prepozпaju jsto restrjkcjoпo mesto 
(CCGG), alj od kojjh је јеdап osetljjv (Hpall), а drugj пјје osetljjv (Mspl) па 
prjsustvo metjl-grupa, sto omogucava razljkovaпje metjlovaпe ј пemetjlovaпe 
DNK. 
Aпaljza metjlacjoпog statusa promotora gепа SMAD4 uspesпo је jzvrseпa 
u uzorcjma DNK jzolovaпjm jz svezjh tkjva karcjпoma paпkreasa (34% slucajeva) 
ј u ovjm uzorcjma пјје otkrjveпo prjsustvo metjlovaпe DNK. U preostaljm 
uzorcjma DNK, koje su jzolovaпe jz parafjпskjh kalupa tkjva kагсјпоmа 
paпkreasa (66% slucajeva) aпaliza пјје Ьila uspesпa zbog пedovoljпe koljcjпe 
kvaljtetпe DNK. Prvj korak u aпaljzj prjsustva metjl-grupa је djgestjja geпomske 
DNK restгjkcjoпjm eпzjmjma, паkоп cega sledj PCR ampljfjkacjja odredeпog 
геgјопа. Ukoljko је DNK degradovaпa , sto је Ьiо slucaj sa uzorcjma korjsceпjm 
za ovu aпaljzu ј sto је vrlo cest slucaj sa uzorcjma DNK jzolovaпjm jz parafjпskjh 
kalupa, u reakcjjj паkоп djgestjje пе ostaje dovoljпo fragmeпata пеорhоdпе 
duzjпe da posluze kao matгjca za uspesпu ampljfjkacjju. 
Aпaljza prjsustva metjl-grupa u DNK takode se moze vrsjtj metodom 
koпverzjje cjtozjпa pomocu пatrjjumЬisulfjta (119). Ova metoda је osetljjvjja od 
metode koja se zasпjva па korjsceпju restгjkcjoпjh eпzjma, posto ukljucuje DNK 
sekveпcjraпje , оdпоsпо detekcjju DNK obelezeпe fluoroforama, alj zbog 
osetljjvostj па koljcjпu DNK moze cesto da da lazпo пegatjvaп rezultat. Posto se 
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Ьisulfitna konverzija odvija па svim dostupnim GC ostrvcima u genomskoj DNK 
koja se koristi kao supstrat u reakciji, prevelika kolicina DNK moze uzrokovati 
nekompletnu konverziju. S druge strane, nedovoljna kolicina DNK moze da 
uzrokuje odsustvo umnozavanja nakon reakcije konverzije. lz navedenih razloga 
analiza metilacije Ьisulfitnom konverzijom DNK је metoda izbora samo ukoliko su 
dostupni kvalitetni DNK uzorci. 
Hipremetilacija promotora gena SMAD4 је analizirana kao mehanizam 
inaktivacije ovog tumor supresor gena u razcitim tipovima malignih bolesti. 
Prisustvo metil-grupa u promotoru gena SMAD4 uglavnom је analizirano u 
kolorektalnom kanceru, u kome, nakon karcinoma pankreasa, najcesce dolazi do 
ostecenja ovog gena, ali nije utvrdeno da је hipermetilacija jedan od 
mehanizama inaktivacije gena SMAD4 u ovom tumoru (1 03, 105, 120). 
Hipermetilacija promotora gena SMAD4 takode nije otkrivena ni u cervikalnom 
kanceru (121 ). Otkriveno је da је promotor gena SMAD4 hipermetilovan u 
malignim bolestima gastrointestinalnog trakta, ali svega u 5% slucajeva (122). 
Takode је otkriveno da је metilacija u promotoru gena SMAD4 prisutna u 
karcinomu prostate, kao i da korelira sa smanjenom ekspresijom proteina 
SMAD4 u odmaklim stadijumima ove bolesti (94). Na osnovu dosadasnjih 
istrazivanja, ukljucujuci i rezultate ove studiju, moze se zakljuciti da је 
hipermetilacija promotora gena SMAD4 relativno redak dogadaj u procesu 
karcinogeneze, kao i da verovatno ne predstavlja mehanizam inaktivacije ovog 
tumor supresor gena u karcinomu pankreasa. 
4. 4. Strukturna i funkcionalna analiza promotora gena SMAD4 
Vrlo је malo podataka u literaturi о regulaciji ekspresije kako gena 
SMAD4, tako i drugih gena iz SMAD familije. Poznato је da su regulatorni i 
inhibltorni SMAD proteini medusobno regulisani, kao i da u toj regulaciji 
ucestvuje SMAD4. Analiza regulacije ekspresije gena SMAD7 pokazala је da је 
ovaj molekul direktno regulisan proteinima SMAD3 i SMAD4 (123, 124, 125). 
Takode је poznato da overekspresija proteina SMAD2 dovodi do povecanja 
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ekspresije gепа SMAD4 (126). Medutim, osim medusobпih uticaja, пiје pozпato 
koji drugi faktori ucestvuju u regulaciji ekspresije SMAD gепа. 
U ovoj studiji је za strukturпu aпalizu promotora gепа SMAD4 оdаЬгап 
regioп koji obuhvata -620Ьр do +80Ьр u odпosu па prethodпo odredeпi start 
traпskripcije , јег је па osпovu softverske predikcije gustiпa vezivaпja 
traпskripicoпih faktora u ovom regioпu пајvеса (51 ). U uzvodпom delu ovog 
regioпa se ро predikciji пalaze mesta vezivaпja za Pit-1 (2 mesta) , F2F (4 mesta) 
i НохА-5 (1 mesto), traпskripcioпe faktore koji imaju ulogu u razvicu i cija је 
ekspresija tkivпo- i vremeпski-specificпa . U пizvodпom delu ovog regioпa se 
пalaze start traпskripcije i TATA-Iike Ьох, gde se vezuju RNK polimeraza i 
osпovпi traпskripcioпi faktori. U aпaliziraпom regioпu u tkivu karciпoma 
paпkreasa је otkriveпo prisustvo dva polimorfпa regioпa, pri cemu su оЬа 
polimorfizma ро tipu moпukleotidпi poпovci timiпa, -462Т(15) i -4Т(12). U 
regioпima gde se пalaze ovi poпovci ро predikciji пisu prisutпa poteпcijalпa 
mesta za vezivaпje proteiпa. 
ldeпtifikacija pojediпih varijaпti otkriveпih polimorfizama -462Т(15) i -
4Т(12) u promotoru gепа SMAD4 је vrseпa dvema metodama, DNK 
sekveпciraпjem i aпalizom DNK fragmeпata obelezeпih fluoroforama. Rezultati 
sekveпciraпja ukazuju da se u slucaju оЬа pomeпuta regioпa u tkivu karciпoma 
paпkreasa ispoljava fепоmеп mikrosatelitпe пestabllпosti , оdпоsпо da su u 
izvesпoj meri prisutпe i varijaпte krace od varijaпte koja је пajzastupljeпija u 
uzorku. Posto је tumaceпje rezultata sekveпciraпja DNK u takvim slucajevima 
otezaпo zbog preklapaпja sigпala usled prisustva vise razlicitih alela, aпaliza 
pomeпutih polimorfizama u svim uzorcima obuhvaceпim istrazivaпjem је vrseпa 
metodom aпalize fragmeпata DNK obelezeпih fluoroforama. Ova aпaliza se 
zasпiva па umпozavaпju odredeпog segmeпta DNK pomocu graпicпika od kojih 
је јеdап obelezeп fluoroforom i laserskoj detekciji umпozeпih fragmeпata, sto 
metodi daje vrlo visoku specificпost i osetljivost. Za svaki prisutaп alel detektuje 
se sigпal koji odgovara odredeпoj duziпi PCR fragmeпta , а iпteпzitet sigпala је 
srazmeraп zastupljeпosti odredeпog alela u populaciji tumorskih celija u uzorku 
tkiva iz koga је izolovaпa DNK. Ova metoda stoga omogucava da se ро potrebl 
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semjkvantjtatjvno odredj u kojoj merj је pojedjnj alel zastupljen u populacjjj 
tumorskjh celjja. 
Mjkгosateljtna nestabllnost је cest fenomen u maljgnom tkjvu ј 
podrazumeva jnsercjju jli delecjju najmanje 1 Ьр u regjonjma DNK kojj se 
karakterjsu ponovcjma nukleotjda, а do cega dolazj usled gresaka DNK 
poljmeraze tokom repljkacjje DNK pred celjjsku deobu (127). U normalnjm 
celjjama ove greske jspravljaju enzjmj celjjskog sjstema za reparacjju ostecenja 
па DNK, dok se u maljgnjm celjjama greske nakupljaju jlj usled povjsene stope 
gresenja DNK poljmeraze jlj usled smanjene stope герагасјје DNK. Fenomen 
mjkrosateljtne nestabllnostj u karcjnogenezj moze Ьitj ј posledjca poremecaja 
regulacjje gena kojj ucestvuju u герагасјјј DNK, а do koje dolazj usled aberantne 
metjlacjje njjhovjh promotora. Najcescj slucaj је metjlacjja promotora gena MLH1 
(mutl homolog 1, colon cancer, nonpolyposjs type 2 (Е со/1)). Moguce је ј da 
mutacjje u genu za MBD4/MED1 (methyi-CpG Ьindjng domajn protejn 4/medjator 
complex subunjt 1), kojj se vezuje za GC ostrvca, mogu dovestj do povecanja 
mjkrosateljtne nestabllnostj (128). 
Mjkrosateljtna nestabllnost DNK је karakteгjstjcna za mnoge kancere, kao 
sto su kolorektalnj jlj ovaгjjalnj kancer (129, 130, 131 ). Veljka vecjna heredjtarnjh 
nepoljpoznjh kolorektalnjh tumora ј deo gastrojntestjnalnjh ј endometrjjalnjh 
tumora jma takozvanj fenotjp mjkrosateljtnjh mutatora, kojj dovodj do akumulacjje 
stotjna hjljada klonalnjh mutacjja u kratkjm ponovljenjm sekvencama (1 32). lako 
је mjkrosatelitna nestabllnost mononukleotjdnjh ponovaka relatjvno cesta pojava 
u humanjm maljgnjtetjma, posebno gastrojntestjnalnjm, jos uvek njje razjasnjen 
njen znacaj, kao nj utvrdena ucestalost ove pojave u razljcjtjm tumorjma (133, 
134, 135, 1 36). U ovom jstrazjvanju u analjzjranjm uzorcjma tkjva karcjnoma 
pankreasa ј kolorektalnog kancera fenomen mjkrosateljtne nestabllnostj njje Ьiо 
jzrazen u veljkoj mегј . Analjza DNK fragmenata obelezenjh fluoroforama 
omogucjla је detekcjju ро jednog najzastupljenjjeg alela za sve anal jzjrane 
uzorke tkjva, jako su u vecjnj slucajeva Ьilj prjsutnj ј sjgnalj karakterjstjcnj za alele 
krace za ро 1-2Ьр. Kako је poznato da se monotjmjdjnskj ponovcj duzj od 11 Ьр 
ampljfjkuju sa smanjenom precjznoscu, kao ј da cak ј poljmeraze vjsoke 
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pгecjznostj gгese pгjljkom ampljfikacjje mono- ј dj- nukleotjdnjh ponovaka, deo 
sjgnala detektovan za manje zastupljene alele moze se pгjpjsatj nepгecjznostj 
umnozavanja ovjh гegjona (1 37). 
Za poljmorfjzam -462Т(15) је u ovoj studjjj otkгjveno da је poljmorfan ј u 
maljgnom tkjvu ј u регјfегnој krvj kod jspjtanjka sa kaгcjnomom pankгesa ј 
koloгektalnjm kanceгom. Vaгjjante -462Т(16) ј -462Т(12) su otkгjvene u регјfегnој 
krvj kod jspjtanjka sa kaгcjnomom pankгeasa ј koloгektalnjm kanceгom ј 
veгovatno pгedstavljaju polimorfne vaгjjante koje su pгjsutne u manjem Ьгојu 
slucajeva u opstoj populacjjj. Vaгjjante -462Т(1 О) ј -462Т(9) su otkгjvene u ро dva 
slucaja koloгektalnog kanceгa, u kojjma је u nemaljgnom tkjvu bjla pгjsutna 
vaгjjanta -462Т(15), раје veгovatno da је u ovjm slucajevjma u pjtanju genetsko 
ostecenje do kog је doslo u maljgnom tkjvu. Vaгjjanta -462Т(14) је u ovoj studjjj 
otkгjvena samo u tkjvu kaгcjnoma pankгeasa, ali se ne moze zakljucjtj da lj је u 
pjtanju genetsko ostecenje u maljgnom tkjvu, јег uzoгcj dгugjh tkjva od jstjh 
jspjtanjka njsu Ьilj dostupnj. 
Za poljmorfjzam -4Т(12) је u ovoj studjjj otkгjveno da је vaгjjanta -4Т(12) 
pгjsutna u najvecem Ьгојu slucajeva u регјfегnој kгvj bolesnjka sa kaгcjnomom 
pankгeasa ј koloгektalnjm kanceгom, kao ј da је u tkjvu koloгektalnog kanceгa 
ovaj tгakt ocuvan u svjm slucajevjma. Vaгjjanta -462Т(11) је otkгjvena u manjem 
Ьгојu slucajeva u tkjvu kaгcjnoma pankгeasa, alj је takode Ьila pгjsutna, kao ј 
vaгjjanta -462Т(9) , u регјfегnој krvj jspjtanjka sa kaгcjnomom pankгeasa . ОЬе 
navedene vaгjjante su veгovatno pгjsutne u odгedenom Ьгојu slucajeva u opstoj 
populacjjj. Pгjsustvo vaгjjante -462Т(1 О) је od analjzjгanjh tkjva otkгjveno samo u 
kaгcjnomu pankгeasa, na osnovu cega se ne moze zakljucjtj da lj је u pjtanju 
genetsko ostecenje u maljgnom tkjvu, јег uzoгcj dгugjh tkjva od jstjh jspjtanjka 
njsu Ьilj dostupnj. 
Posledjce pгjsustva pojedjnjh vaгjjantj u otkгjvenjm poljmorfnjm гegjonjma 
na aktjvnost ргоmоtога gena SMAD4 jspjtjvane su pomocu lucjfeгaznog eseja , 
сјја vjsoka senzjtjvnost ј mogucnost noгmaljzacjje гezultata omogucavaju 
uocavanje ј maljh гazljka u aktjvnostj pojedjnjh promotoгskjh vaгjjantj . 
Funkcjonalna analjza sest гazljcjtjh haplotjpova ргоmоtога gena SMAD4 
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pokazala је da haplotip 14/1 О, koji је prisutaп u пajvecem broju slucajeva 
karciпoma paпkreasa (88%) , ima za 35% sпizeпu promotorsku aktivпost u 
odпosu па пormalпu varijaпtu 15/12, dok ostali haplotipovi imaju aktivпost u 
пivou aktivпosti погmаlпе varijaпte. Сiпјепiса da haplotip 14/1 О ima aktivпost 
sпizeпu za 31% i u odпosu па haplotip 14/11 пavodi па zakljucak da se sпizeпje 
aktivпosti moze povezati sa prisustvom varijaпte -4Т(1 0) . 
Na osпovu rezultata dobljeпih fuпkcioпalпom aпalizom , kao i distribucije 
varijaпti u aпaliziraпim grupama, moze se pretpostaviti da u regulaciji 
traпskripcije gепа SMAD4 polimorfizam -462Т(15) verovatпo пеmа ulogu, dok је 
polimorfizam -4Т(12) verovatпo zпасајап . Polimorfizam -462Т(15) se пalazi u 
regioпu u kome se ро predikciji пе vezuju proteiпi od zпасаја za traпskripciju. 
Osim toga, u ovom istrazivaпju su u пemaligпom tkivu otkriveпe razlicite varijaпte 
polimorfizma -462Т(15), sto ukazuje па odsustvo selektivпog pritiska. Pozпato је 
da su duzi poпovci geпeralпo vise polimorfпi bez obzira па lokaciju, а za 
poпovke koji su uglavпom ocuvaпi se pretpostavlja da imaju fuпkcioпalпi zпасај i 
da su moпomorfпi usled selektivпog pritiska (1 38). Polimorfizam -4Т(12) se 
пalazi u regioпu bazalпog promotora, а od cetiri otkriveпe varijaпte samo је 
varijaпta -4Т(10) Ьila prisutпa iskljucivo u maligпom tkivu i povezaпa sa 
sпizeпom aktivпoscu promotora, sto ukazuje da је duziпa ovog trakta od zпасаја 
za regulaciju traпskripcije i da пеkа vrsta selektivпog pritiska postoji za ovaj 
regioп. 
Za odredeп broj ispitaпika Ьili su dostupпi podaci о пivou ekspresije gепа 
SMAD4 u tkivu, koji је odredeп imuпohistohemijskom aпalizom , ali ovi podaci 
пisu Ьili iпformativпi. Verovataп razlog sto пiје uосепа korelacija је sto haplotip 
14/1 О u promotoru gепа SMAD4 dovodi do relativпo male razlike u aktivпosti 
promotora gепа SMAD4 i time do Ыazeg poremecaja ekspresije protieпa 
SMAD4, а imuпohistohemijska aпaliza omogucava samo grubo odredivaпje 
пivoa proteiпa u celijama. lmuпohistohemijskom aпalizom moguce је utvrditi 
poremecaj lokalizacije proteiпa SMAD4, kao i potpuпi guЬitak пjegove ekspresije, 
а u оЬа slucaja пajcesci pozпat uzrok su mutacije u kodirajucem regioпu gепа 
SMAD4 koje dovode do ozЬiljпih poremecaja strukture ilili fuпkcije SMAD4 
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proteiпa. Da Ьi se potvrdilo da li је varijaпta -4Т(1 О) u promotoru gепа SMAD4 
povezaпa sa sпizeпom ekspresijom gепа SMAD4 роtгеЬпо је aпalizirati пivo 
iпformacioпe RNK koja se prepisuje sa ovog gепа u tkivu karciпoma paпkreasa 
u kome је prisutпa ova varijaпta, sto u ovoj studiji пiје Ьilo moguce zbog 
оgгапiсепја materijala koji је korisceп za aпalizu. 
Postoje podaci da mutacije u promotoru gепа SMAD4 mogu da uticu па 
regulaciju пjegove ekspresije, ali do sada пisu otkriveпe u karciпomu paпkreasa. 
Dve mutacije tipa Ьаzпе zameпe, -154Т/С i +5+6GG/AA, otkriveпe u 5' 
пekodirajucem regioпu gепа SMAD4 u eпdometrijalпom kaпceru dovode do 
potpuпog utisavaпja SMAD4 promotora i do odsustva traпskripcije (93). Nekoliko 
promeпa tipa пukleotidпe zameпe u promotoru gепа SMAD4 su otkriveпe i kod 
zdravih ispitaпika (1 39). Varijaпte promotora gепа SMAD4 ispitivaпe u ovom 
istrazivaпju ocigledпo пе dovode do utisavaпja promotora, ali dovode do 
ргоmепе u пivou пjegove aktivпosti. Na osпovu doЬijeпih rezultata moze se 
zakljuciti da је polimorfizam -4Т{12) verovatпo od zпасаја za regulaciju 
traпskripcije gепа SMAD4, оdпоsпо da geпetske ргоmепе u ovom regioпu mogu 
imati posledice па пivo ekspresije proteiпa SMAD4. 
4. 5. Funkcionalni znacaj mononukleotidnih ponovaka u promotoru gena 
SMAD4 
U ovom istrazivaпju su ideпtifikovaпa dva moпoпukleotidпa poпovka u 
promotoru gепа SMAD4, -462Т(15) i -4Т(12), koji su pokazali polimorfпost u 
tkivu karciпoma paпkreasa, u kome је пајсеsсе Ьiо prisutaп haplotip 14/1 О, dok 
је погmаlап haplotip 15/12 Ьiо zastupljeп u vrlo malom broju uzoraka. Da Ьi se 
ispitalo da li su otkriveпe varijaпte ovih poпovaka somatske mutacije koje su se 
dogodile u maligпom tkivu Ьilo Ьi роtгеЬпо aпalizirati погmаlпа tkiva ispitaпika od 
kojih su uzorci uzeti (periferпu krv ili bukalпi bris), ali od ovih ispitaпika пisu Ьili 
dostupпi drugi uzorci osim tkiva karciпoma paпkreasa. Zbog toga је oformljeпa 
grupa ispitaпika kod kojih је dijagпostikovaпa ista bolest, ali koji пisu upuceпi па 
operaciju i od kojih su Ьili dostupпi uzorci periferпe krvi. Kada su moпoпukleotidпi 
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ponovci u promotoru gena SMAD4 analizirani u ovim uzorcima otkriveno је da su 
takode polimorfni i u normalnom tkivu. Medutim, haplotip 14/10, koji је 
detektovan u 88% tkiva karcinoma pankreasa, nije otkriven ni u jednom uzorku 
periferne krvi, na osnovu cega se moze zakljuciti da је najverovatnije u pitanju 
somatska mutacija do koje dolazi u malignom pankreasnom tkivu. U uzorcima 
periferne krvi ispitanika sa karcinomom pankreasa osim normalnog haplotipa 
15/12 otkriveno је, sa relativno malom ucestaloscu, i prisustvo haplotipova, 
15/11,14/11,12/12 i 12/9. 
Da Ьi se procenio znacaj otkrivenih varijanti promotora gena SMAD4 u 
karcinomu pankreasa, analiza је prosirena na kolorektalni kancer, malignitet u 
kome se poremecaji gena SMAD4 javljaju najcesce posle karcinoma pankreasa. 
Status analiziranih mononukleotidnih ponovaka је tako uporeden sa drugim 
tipom kancera u kome su zastupljeni slicni molekularni mehanizmi 
karcinogeneze. U uzorcima tkiva i periferne krvi uzete od ispitanika sa 
kolorektalnim kancerom otkriveno је prisustvo normalnog haplotipa 15/12 u 84% 
slucajeva i haplotipa 16/12 u 8% slucajeva. U 8% slucajeva od ukupnog broja је 
u tkivu detektovan razlicit haplotip u odnosu na nemaligno tkivo. U ovim 
slucajevima radilo se о skracenju ponovka -462Т(15) sa 15 na 1 О ili 9 timina. 
Kako polimorfizam -462Т(15) verovatno nije od znacaja za funkciju promotora 
gena SMAD4, ove promene najverovatnije predstavljaju ostecenja DNK nastala 
kao posledice genetske nestaЬilnosti malignih celija. S druge strane, odsustvo 
haplotipa 14/1 О u tkivu kolorektalnog kancera ukazuje па mogucnost da ova 
somatska mutacija predstavlja molekularni dogadaj specifican za karcinom 
pankreasa. 
Kako је u ovoj studiji otkriveno da haplotip 14/1 О u promotoru gena 
SMAD4 ima promotorsku aktivnost snizenu za 35%, koja moze da uzrokuje 
snizenje nivoa ekspresije ovog gena, funkcionalni znacaj pomenutog haplotipa 
treba posebno sagledati u svetlu novijih podataka koji ukazuju da је za ulogu 
gena SMAD4 u razvoju patologije vazan i fenomen haploinsuficijencije, odnosno 
dozne zavisnosti (1 04, 1 05). Verovatno је da SMAD4 ne predstavlja klasican 
tumor-supresor gen ciji guЬitak оЬе kopije vodi celiju u karcinogenezu, vec da 
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sпјzеп пјvо ekspresjje gепа SMAD4 moze takode jmatj ozblljпe posledjce ро 
celjju , а ozblljпost posledjca је пajverovatпjje srazmerпa smaпjeпju ekspresjje. 
Stoga sпјzеп пјvо promotorske aktjvпostj haplotjpa 14/1 О takode ukazuje па 
mogucпost da пjegovo pгjsustvo пјје samo posledjca geпetskjh osteceпja u 
· maljgпoj celjjj, vec mozda ј јеdап od uzroka, оdпоsпо molekulaгпjh dogadaja u 
samom procesu karcjпogeпeze . 
Sпјzепје promotorske aktjvпostj haplotjpa 14/1 О пajverovatпjje је 
posledjca prjsustva varjjaпte -4Т(10), koja se пalazj se u ceпtralпom delu 
bazalпog promotora gепа SMAD4, sto dodatпo ukazuje па пјеп moguc 
fuпkcjoпalпj zпасај za regulacjju ekspresjje ovog gепа. Bazalпj promotor se 
tјрјспо prostjre prjЬijzпo 40-SObp uzvodпo ј пjzvodпo od starta traпskгjpcjje ј 
sadгzj пekoljko karakterjstjcпjh elemeпata, od kojjh је пајzпасајпјјј ТАТА boks 
(140, 141, 142). Kako se pomeпuta varjjaпta -4Т(1 О) пalazj u Ьlјzјпј samog starta 
traпskrjpcjje, struktura ovog геgјопа sjgurпo је od zпасаја za ргоstогпј raspored 
kojj zauzjmaju ргоtејпј zпасајпј za оtросјпјапје procesa traпskгjpcjje. Moguce је 
da duzjпa trakta -4Т(12) utjce па medusobпj polozaj kojj u prostoru zauzjmaju 
protejпj kojj se vezuju za elemeпte promotora uzvodпo ј пjzvodпo od samog 
starta traпskrjpcjje, cjme Ы se moglo objasпjtj zasto su ј krace ј duze varjjaпte 
ovog trakta prjsutпe u populacjjj ј пjsu otkrjveпe u maljgпom tkjvu. 
Da Ьi se jspjtalo kako prjsustvo varjjaпte -4Т(1 О) utjce па vezjvaпje 
protejпa u regjoпu bazalпog promotora korjsceп је dezoksjriЬoпukleazпj esej, 
pomocu koga је апаlјzјгап profjl vezjvaпja јеdагпјh protejпa za haplotjpove 15/12 
ј 14/1 О promotora gепа SMAD4. lako se za dezoksjrjboпukleazпj esej пајсеsсе 
korjste fragmeпtj DNK obelezeпj radjoaktjvпjm jzotopjma, u ovom jstrazjvaпju su 
korjsceпj fragmeпtj DNK obelezeпj fluoroforama. Korjsceпje fluorofora za 
obelezavaпje DNK omogucava vjsoku seпzjtjvпost zahvaljujucj laserskoj 
detekcjjj, brzjпu ј jedпostavпost zahvaljujucj automatjzacjjj procesa elektroforeze, 
kao ј bezbedaп rad u odпosu па proceduru koja se zasпjva па korjsceпju 
radjoaktjvпjh jzotopa. Za zastjtu fragmenata kогјsсепј su ekstraktj ргјргеmlјепј jz 
пekoljko razljcjtjh celjjskjh lјпјја: SaOS-2, Hela, К562 ј NTERA-2. Сеtјгј 
паvеdепе celjjske lјпјје predstavljaju model-sjsteme za razljcjte tjpove tumora 
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kojj se karakterjsu razljcjtjm mehanjzmjma kaгcjnogeneze. Celjjska ljnjja SaOS-2 
је odabrana јег su u njoj vrsenj eksperjmentj aпalize promotorske aktjvпost j 
haplotjpova promotora gепа SMAD4 u kojjma је dоЬiјепа razljka u aktjvпostj 
jzmedu haplotjpova 15/12 ј 14/1 О. Celijska lјпјја NTERA-2 predstavlja celije 
humanog razvojnog tumora, zbog cega Ьi ekspresjoпj profjl ove celijske lјпјје 
trebalo da se odljkuje vjsokjm пjvoom ekspresjje gепа SMAD4, kojj se u пајvесој 
merj eksprjmjra u razvjcu. Celjjske lјпјје Hela ј К562, koje se cesto korjste u 
laboratorjjskoj praksj, predstavljaju razljcjte tjpove tumora (epjtelojdпj kaгcjnom ј 
leukemjja) ј korjscene su da Ьi se jskljucjo utjcaj tjpa maljgпjteta ј razljke u 
ekspresjoпjm profiljma па dоЬiјепе rezultate. lako se haplotjpovj 15/12 ј 14/1 О 
razljkuju u promotorskoj aktjvпostj, пjsu otkrjveпe пjkakve razljke u profjlu 
vezjvanja jedarnjh protejna za ove varjjaпte. Za оЬа апаlјzјгапа haplotjpa doЬija 
se jstj profjl traka posle sесепја fragmeпata desoksjгjboпukleazom ј u оЬа 
slucaja sjgnal se skoro u potpuпostj gubl паkоп zastjte fragmenata jedarпjm 
protejпjma. Regjon od jпteresa u promotoru gena SMAD4 ро svemu sudecj u 
potpuпostj prekrjvaju razljcjtj јеdагпј ргоtејпј, sto је u skladu sa сјпјепјсоm da 
апаlјzјгапј fragmeпt obuhvata bazalпj promotor u kome se vezuju RNK 
poljmeraza ј opstj transkrjpcjoпj faktorj . Da Ьi se detaljпjje jspjtala uloga regjoпa-
4Т(12) ј njegovjh poljmorfпjh varjjantj u regulacjjj ekspresjje gепа SMAD4 
potrebпo је da se prethodпo ргесјzпо okarakterjse kojj se protejпj vezuju u ovom 
regjoпu, sto Ьi Ьilo пајЬоlје ucjnjtj eksperjmentjma па пajkracem fragemeпtu kojj 
је tгапskгјрсјопо aktjvan, а kojj obuhvata regjon od -365Ьр do +45Ьр (51). 
lako пјје otkrjveпa razljka u efjkasпostj vezjvanja jedarпjh ргоtејпа za 
varjjaпtu -4Т(10) u odпosu па vaгjjantu -4Т(12), moguce је da do ргоmепе dolazj 
па пjvou efjkasпostj samog procesa transkгjpcjje tako sto se medusobпj odпos 
protejna traпskгjpcjoпog kompleksa kojj se vezuju u uzvodпom ј пjzvodnom 
regjonu bazalnog promotora mепја u zavjsпostj od duzjпe trakta -4Т(12). Na 
osпovu сјпјепјсе da varjjaпte -4Т(12), -4Т(11) ј -4Т(9) pokazuju пormalпu 
promotorsku aktjvnost, а vагјјапtа -4Т(10) sпjzeпu, moze se pretpostavjtj da Ьгој 
od 1 О tjmjпa u traktu па pozjcjjj -4 пјје optjmalaп, odnosпo da па пеkј пасјп 
пarusava ј umanjuje fuпkcjoпalпost cjtavog traпskrjpcjoпog kompleksa. Тime Ьi 
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se mogao objasпjtj utjcaj duzjпe trakta -4Т(12) па promotorsku aktjvпost , posto 
sam trakt verovatпo пе predstavlja mesto prepozпavaпja za Ьilo kojj od 
traпskrjpcjoпjh faktora kojj se vezuju u пjegovoj okoljпj. 
Ucestalost fuпkcjoпalпjh mjkrosateljtпjh poljmorfjzama u cis-regulatorпjm 
regjoпjma је veca пеgо sto se pretpostavljalo (143). U пekjm slucajevjma 
mjkгosateljtпe mutacjje mogu da koreljraju sa promeпama u ekspresjjj gепа , kao 
sto је slucaj sa MRE11 geпom u kaпceru zeluca (144) . U јпtгопu 4 gепа MRE11 
otkrjveп је poly(T)11 trakt сјја delecjja 2Ьр dovodj do odsustva jlj vrlo smапјепе 
ekspresjje ovog gепа u gastrjcпom kaпceru , а kojj је povezaп sa pozjtjvпom 
jstoгjjom bolestj. Sljcaп fепоmеп otkгjveп је u promotoru gепа UGT1A9 (UDP 
glucuroпosyltraпsferase 1 famjly, polypeptjde А9), u kome је otkrjveпa јпsегсјја 
1 Ьр koja rezultjra u povecaпju пјzа polyT(9) па polyT(1 О) ј dovodj do роvесапја 
aktjvпostj promotora za 2,6 puta (145). U promotoru gепа HGF (hepatocyte 
growth factor) otkгjveп је elemeпt па -750Ьр kojj fuпkcjoпjse kao tгапskгјрсјопј 
represor ј сјја se delecija javlja u karcjпomu dojke (146). Ovaj elemeпt је 
moпoпukleotjdпj poпovak роlуА(ЗО), а fuпkcjoпalпe studjje su otkrjle da пjegova 
delecjja dovodj do koпstjtutjvпe aktjvacjje HGF promotora. Pretpostavlja se da је 
skraceпje ovog elemeпta па polyA(25) jlj mапје аdепјпа povezaпo sa povjseпom 
predjspozjcjjom za karcjпom dojke. U humaпjm celjjama kапсега koloпa sa 
vjsokom stopom mjkrosateljtпe пestabllпostj pгjsutпe su mutacjje koje se пalaze 
u kodjrajucem regjoпu gепа za TGFbeta receptor 11, а koje su ро tjpu 
moпoпukleotjdпj ј djпukleotjdпj ропоvсј ј jmaju utjcaj па пјvо ekspresjje, оdпоsпо 
povezaпe su sa sпjzeпjm koljcjпama traпskrjpta (147). 
Poteпcjjalпu ulogu haplotjpa 14/1 О promotora gепа SMAD4 u regulacjjj 
ekspresjje u пormalпom paпkreasпom tkjvu ј kaгcjпomu paпkreasa је tesko 
proceпjtj па osпovu rezultata ove studjje, posto је апаlјzјгапј broj uzoraka 
relatjvпo malj. S druge straпe, predпost ove studjje је sto је obuhvatjla dva 
razljcjta tjpa maljgпjteta, ра odsustvo haplotjpa 14/1 О u tkjvu kolorektalпog 
kапсега ukazuje па mogucпost da pomeпutj haplotjp predstavlja promeпu 
specjfjcпu za kагсјпоm paпkreasa. Otkгjce ove geпetske promeпe otvara поvе 
pravce daljjh jstrazjvaпja promotora gепа SMAD4 ј mogucпost za пјепu 
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poteпcjjalпu prjmeпu kao molekularпog markera u djjagпostjcj ј ргасепјu bolestj. 
Dalje jzucavaпje regulacjje ekspresjje promotora gепа SMAD4 treba razmatratj u 
svetlu пedavпog otkгjca poteпcjjalпog drugog promotora, kojj se пalazj 16kb 
uzvodпo od starta traпskгjpcjje (52). Predstoje jstrazjvaпja u kojjm tkjvjma ј u 
kojoj merj su ova dva promotora aktjvпa, ра samjm tjm ј od koljkog su 
fuпkcjoпalпog zпасаја eveпtualпe geпetske ргоmепе koje su u пјјmа prjsutпe u 
погmаlпој jlj maljgпoj celjjj. Aпaliza promotora u geпomjma vertebrata ukazuje da 
20-50% gепа jmaju alterпatjvпe promotore kojj su јаsпо odvojeпj јеdап od 
drugog пekoljko stotjпa bazпjh parova (148). Alternatjvпo korjsceпje promotora 
moze predstavljatj mehaпjzam za tkjvпo- ј razvojпo- specjfjcпu aktjvпost gепа. 
Promotoгj sa ТАТА boksom se uglavпom korjste паkоп embrjoпalпog razvjca, а 
promotorj bez ТАТА boksa su aktjvпj bas tokom гапоg embrjoпalпog razvjca 
(149, 150, 151 ). Razljka postojj ј u пасјпu па kojj traпskrjpcjja оtросјпје. Vjsoko 
jпducjbllпj gепј sa ТАТА boksom korjste hjstoпacetjltraпsferazпj kompleks, dok 
gепј sa ТАТА boksom ј bazalпjm пjvoom ekspresjje ргеfегепсјјаlпо koгjste 
tгапskгјрсјопј faktor TFII D (152). Апаlјzјгапј promotor gепа SMAD4 пеmа ТАТА 
boks, а jma vecj Ьгој poteпcjjalпjh mesta za vezjvaпje ргоtејпа jz Нох famjljje, 
kojj jmaju vrlo vazпu ulogu u embrjoпalпom razvjcu, kao ј пekoljko mesta za 
vezjvaпje ргоtејпа Pjt-1 ј F2F, kojj ucestvuju u еmЬгјопаlпоm razvoju епdоkгјпоg 
sjstema (51 ). Struktura ј polozaj dva роtепсјјаlпа promotora u geпu SMAD4 
ukazuju da Ьi аtјрјсап promotor, kojj је prvj otkrjveп, mogao predstavljatj 
promotor kojj је aktjvaп u гапоm razvjcu, а tјрјсап promotor, kojj је otkгjveп tek 
пеdаvпо, promotor kojj u kasпjjjm fazama razvjca preuzjma bazalпu ekspresjju. 
4. 6. Mononukleotidni ponovci u promotoru gena SMAD4 kao potencijalni 
molekularni markeri u karcinomu pankreasa 
Оsпоvпј ргоЫеm u djjagпostjkovaпju ј leceпju karcjпoma paпkreasa је 
пedostatak pouzdaпjh ј specjfjcпjh molekulaгпjh markera, па cjjem se razvoju 
јпtепzјvпо radj posledпjjh godjпa (153, 154). Djjagпoza se u pravjlu postavlja па 
osпovu пalaza eпdoskopskog ultrazvuka ј kompjuteгjzovaпe tomografjje, а kao 
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dodatпj parametar u djjagnostjcj se пајсеsсе koгjstj serumskj пјvо karbohjdгatпog 
апtјgепа 19-9 (СА 19-9) (155, 156). lmuпohjstohemjjska aпaljza protejпa р16, 
р53 ј SMAD4 vгsj se rutjпskj па uzoгcjma tkjva odstraпjeпjm prjljkom operatjvпog 
zahvata kao dopuпa hjstopatoloskoj djjagпozj , alj ova analjza jma samo 
progпostjckj zпасај (157). Geпetsko testjraпje se jos uvek пе vгsj u svrhe 
djjagпostjkovaпja karcjпoma paпkreasa. 
lzmeпjeп status tumor supresor gепа SMAD4 u karcjпomu paпkresa 
predstavlja роtепсјјаlпо dragoceп molekulaгпj marker zbog relatjvпo veljke 
specjfjcпostj za ovu bolest. Takode је otkrjveпo da је SMAD4 od zпасаја za 
maljgпu progresjju kolorektalпjh tumora, jako u пјјmа пјје jпaktjvjraп u toljkoj mегј 
kao u karcjпomu paпkreasa (158, 159), ра se mo:Ze роtепсјјаlпо korjstjtj ј kao 
progпostjckj marker. Detekcjja jпaktjvacjje SMAD4 tumor supresora u kaпceru se 
retko vrsj па geпetskom пjvou ј relatjvпo је malo studjja koje su se do sada 
bavjle geпetskom aпalizom markera SMAD4 u kaгcjпomu paпkreasa. U svrhe 
jstrazjvaпja ј rutjпske djjagпostjke пајсеsсе se koгjstj jmuпohjstohemjjskj metod 
detekcjje SMAD4 ргоtејпа, pomocu koga se ргосепјuје пјvо пjegove ekspresjje ј 
odreduje пjegova lokalizacjja u celjjj (157). Uvodeпje aпaljze gепа SMAD4 u 
rutjпsku djjagпostjku omogucjlo Ьi da se u odпosu па jmuпohjstohemjjsku aпaljzu 
poveca seпzjtjvпost, kao ј da se prevazjde пedostatak kojj se ogleda u сјпјепјсј 
da promeпe u пjvou ekspresjje ј lokaljzacjje ргоtејпа пе koreljraju uvek јаsпо sa 
poremecajjma strukture gепа SMAD4. 
Fепоmеп mjkrosateljtпe пestabllпostj је uпjverzalпj molekularпj marker 
karcjпogeпeze. Detekcjja mjkrosateljtпe пestabllпostj u gastгojпtestjпalпjm 
tumorjma obecava da postaпe јеdап od пајsјге koгjsceпjh molekularпjh 
progпostjckjh testova u humaпjm kaпcerjma (160). Gastrojпtestjпalпj tumorj koje 
karakterjse mjkrosateljtпa пestabllпost jmaju јаsап kljпjcko-patoloskj profjl ј 
relatjvпo dobru progпozu . Расјјепtј sa karcjпomom paпkreasa pozjtjvпjm za 
mjkгosateljtпu пestabllпost jmaju bolju progпozu паkоп resekcjje, verovatпo 
usled јпtепzјvпе jmuпoreakcjje па tumor, posto se pokazalo da је tumorska 
jпfjltracjja leukocjtjma mпogo јпtепzјvпјја u tumoгjma pozjtjvпjm za mjkгosateljtпu 
пestabllпost (136). U posledпjjh пekoljko godjпa јпtепzјvпо se razvjjaju metode 
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za detekcjju mjkrosatelitпe пestabllпostj u humaпjm maljgпjm bolestjma, 
ukljucujucj ј karcjпom paпkreasa. U detekcjjj mjkrosatelitпe пestabllпostj 
moпoпukleotjdпj ропоvсј su se pokazalj superjoгпjm u odпosu па djпukleotjdпe 
poпovke (161). Metoda aпaljze fragmeпata DNK obelezeпjh fluoroforama 
jzuzetпo је pogodпa za sjmultaпu detekcjju mjkrosatelitпe пestabllпostj па vjse 
lokusa (161 , 162, 163, 164, 165). Veljka predпost ove metode је u vjsokoj 
efjkasпostj па malim koljcjпama DNK, оdпоsпо u sjtuacjjama kada treba 
detektovatj malj broj kopjja mutjraпe DNK u prjsustvu ј do 500 puta vecjh koljcjпa 
погmаlпе DNK, kao sto је slucaj u maljgпjm bolestjma (166). Mogucпost 
varjraпja prjstupa u djzajпjraпju protokola za aпaljzu fragmeпata moze se 
jskorjstjtj za smaпjenje lazno pozjtjvпjh rezultata usled gresaka poljmeraze, tako 
sto se korjste tehnjke zasnovaпe па produzavaпju gгапјспјkа ili ljgacjjj (166, 
167). U ovom jstrazjvaпju је otkrjveпo da је fenomen mjkrosateljtпe пestabllпostj 
u karcjnomu paпkreasa prjsutaп ј u promotoru gепа SMAD4, u regjonu dva 
moпoпukletjodпa poпovka -462Т(15) ј -4Т(12). Medutjm, mjkrosateljtпa 
nestabllпost u pomeпutom regjoпu је prjsutna u mапјој mегј, sto ograпjcava 
пјепu poteпcjjalпu prjmeпu kao molekularпog markera. 
Kada је u pjtaпju aпaljza geпetskjh ргоmепа promotora u molekularnoj 
djjagnostjcj, jos uvek ne postojj usaglaseп stav kako jh treba tretjratj, оdпоsпо da 
lj treba testjratj пjjhovo prjsustvo kod расјјепаtа ј kako tumacjtj rezultate ovakvjh 
aпaljza (168, 169). Za пајvесј Ьгој otkrjveпjh promeпa u promotorskjm regjoпjma 
пе zпа se pouzdaпo da lj jmaju utjcaja па poremecaje u ekspresjjj gena, ра 
samjm tjm пј da lj su povezane sa razvojem bolestj . S druge straпe , pozпato је 
da prjsustvo mutacjja u promotorskjm regjoпjma gепа moze utjcatj па razvoj 
tumora ј progпozu bolestj, kao ј па susceptjbllпost za tumor (170, 171 ). 
Moпoпukleotjdп j ponovcj u promotoru gепа SMAD4 otkrjvenj u ovom jstrazjvaпju 
predstavljaju potencjjalпe molekularпe markere za karcjпom paпkreasa. 
Сјпјепјса da је haplotjp 14/1 О u promotoru gепа SMAD4 otkгjveп u tkjvu 
karcjnoma paпkreasa, alj пе u tk jvu kolorektalпog kaпcera , otvara mogucпost 
daljjh jstrazjvaпja koja Ьi eventualпo dovela do пjegovog korjsceпja u 
djjagпostici , prognostici i pracenju bolesti. U prilog ovome dodatпo govori 
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сiпјепiса da su u ovom istraz ivaпju aпaliziraпi iskljucivo uzorci karciпoma 
paпkreasa kod kojih је bolest dijagпostikovaпa u stadijumu u kome је lесепје 
putem operativпog uklaпjaпja tumora moguce, оdпоsпо da su u pitaпju tkiva u 
kojima se u veciпi celija jos uvek пiје dogodila delecija gепа SMAD4 ili gubltak 
hromozoma па kome se оп пalazi, sto је karakteristika agresivпih metastatskih 
tumora. Da Ьi se eveпtualпo uzeo u razmatraпje kao poteпcijalпi marker za 
karciпom paпkreasa, potrebпo је dodatпo istraziti u kojoj meri је haplotip 14/1 О 
povezaп sa пastaпkom i razvojem bolesti. Od posebпog iпteresa је pitaпje u kom 
treпutku dolazi do pojave ovog geпetskog osteceпja, sto је moguce ispitati 
geпetskom aпalizom пormalпih paпkreasпih tkiva i razlicitih prekursorskih lezija 
tumora, ali је do ovakvih uzoraka tesko doci јег se пе koriste u rutiпskoj 
mediciпskoj praksi. Osim daljeg istrazivaпja procesa пastaпka ovog geпetskog 
osteceпja i пjegove uloge u karciпomu paпkreasa, ispitivaпje zпасаја haplotipa 
14/1 О za poteпcijalпu dijagпosticku primeпu u ovoj bolesti trebalo Ьi da obuhvati 
пjegovu aпalizu u vecem broju uzoraka karciпoma paпkreasa i kolorektalпog 
kапсега. Takode Ьi Ьilo pozeljпo da se ispita ucestalost varijaпti 
moпoпukleotidпih poпovaka u promotoru gепа SMAD4 kod zdravih ispitaпika, а i 
u drugim bolestima u kojima dolazi do osteceпja gепа SMAD4, osim karciпoma 
paпkreasa i kolorektalпog kапсега. 
Као sto је vec ispitivaпo da li se i kako mutacije u geпu KRAS mogu 
detektovati u DNK izolovaпoj iz plazme pacijeпata sa karciпomom paпkreasa, i 
detekcija polimorfпih varijaпti moпoпukleotidпih poпovaka gепа SMAD4 u plazmi 
takode Ьi se u buducпosti mogla razvijati kao пeiпvazivпa metoda za ргасепје 
maligпe bolesti (11 З, 114). Kada је u pitaпju karciпom paпkreasa, aпaliza 
prisustva haplotipa 14/1 О u komblпaciji sa aпalizom prisustva mutacije u kodoпu 
12 gепа KRAS mogla Ьi se evaluirati kao poteпcijalпo iпformativaп dijagпosticki 
test za karciпom paпkreasa. U ovom istrazivaпju kod 98% ispitaпika је otkriveпo 
prisustvo Ьаг јеdпе od ove dve geпetske promeпe u maligпom tkivu paпkreasa, 
а kod cak 64% ispitaпika su Ьile prisutпe оЬе ргоmепе. S druge straпe, u 
aпaliziraпim пemaligпim tkivima paпkreasa Ьila је prisutпa samo јеdпа od 
pomeпute dve geпetske ргоmепе . Stoga, паkоп aпalize veceg Ьгоја uzoraka i 
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potvrde rezultata dobljeпih u ovom istrazivaпju, komblпovaпa aпaliza dva 
pomeпuta molekularпa markera Ьi mogla poteпcijalпo da se razvija kao 
dijagпosticka procedura koja Ьi dopuпila postojeci kliпicki protokol za dijagпozu 
karciпoma paпkreasa. Dalje otkrivaпje пovih molekularпih markera za karciпom 
paпkreasa trebalo Ьi da dovede do razvijaпja molekularпo-dijagпostickog testa 
koji Ьi obuhvatio vise molekularпih markera, cija Ьi komblпovaпa aпaliza mogla 
da obezbedi visoku specificпost u dijagпostikovaпju karciпoma paпkreasa. S 
obzirom па mogucпost da se testiraпje vrsi па uzorku plazme pacijeпta, ovakva 




1. Mutacjja u kodoпu 12 gепа KRAS је otkrjveпa u 74% slucajeva karcjпoma 
paпkreasa, u kome predstavlja cest molekularпj dogadaj, kao ј u 28% slucajeva 
kolorektalпog kапсега, u kome se javlja zпаtпо rede. 
2. Aпaljza metjlacjoпog statusa promotora gепа SMAD4 је uspesпo jzvrseпa u 
З4% uzoraka tkjva karcjпoma paпkreasa, prj cemu metjlacjja promotora пјје 
otkгjveпa пј u jedпom slucaju ј verovatпo пе predstavlja mehaпjzam jпaktjvacjje 
gепа SMAD4 u ovoj bolestj. 
З. Strukturпa aпaljza геgјопа promotora gепа SMAD4 kojj obuhvata -620Ьр do 
+80Ьр u odпosu па prethodпo odredeпj start traпskrjpcjje u tkjvu kагсјпоmа 
paпkreasa dovela је do jdeпtjfjkacjje dva poljmorfпa пјzа tjmjпa па pozjcjjama -
462 ј -4, kojj su se u aпaljzjraпjm uzorcjma tkjva paпkreasa razljkovalj u odпosu 
па погmаlпе geпetske varjjaпte, -462Т(15) ј -4Т(12). 
4. Aпaljzom varjjaпtj ј haplotjpova poljmorfjzama -462Т(15) ј -4Т(12) u promotoru 
gепа SMAD4 u uzoгcjma tkjva ј регјfегпе krvj расјјепаtа sa karcjпomom 
paпkreasa ј kolorektalпjm kaпcerom otkrjveпo је ukupпo 7 varjjaпtj poljmorfjzma 
-462Т(15), duzjпa 9, 1 О, 12, 1 З, 14, 15 ј 16 tjmjпa, ј 4 varjjaпte poljmorfjzma -
4Т(12), duzjпa 9, 1 О, 11 ј 12 tjmjпa. 
5. Aпalizom promotorske aktjvпostj razljcjtjh haplotjpova promotora gепа SMAD4 
pokazaпa је statjstjckj zпасајпо sпјzепа aktjvпost (р<О,ОО1) haplotjpa 14/1 О, сјја 
је aktjvпost jzпosjla 65% aktjvпostj погmаlпе varjjaпte 15/12, dok su ostalj 
апаlјzјгапј haplotjpovj (15/11, 14/11, 12/11 ј 12/9) jmalj aktjvпost u пjvou 
aktjvпostj погmаlпе varjjaпte . 
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6. Analiza vezivanja proteina jedarnih ekstrakata cetiri razlicita cel ijska tipa 
(SaOS-2, Hela, К562 i NTERA-2) za promotor gena SMAD4 sa haplotipovima 
15/12 i 14/1 О nije pokazala razlike u profilu vezivanja proteina za ove fragmente. 
7. Distribucija haplotipova promotora gena SMAD4 ukazuje da od varijanti 
polimorfizma -462Т(15) varijante -462Т(16), -462Т(15), -462Т(14) i -462Т(12) 
predstavljaju polimorfne varijante prisutne u opstoj populaciji, dok varijante -
462Т(1 О) i -462Т(9) verovatno predstavljaju genetsko ostecenje do kog dolazi u 
malignom tkivu. 
8. Distribucija haplotipova promotora gena SMAD4 ukazuje da od varijanti 
polimorfizma -4Т(12) varijante -4Т(12), -4Т(11) i -4Т(9) predstavljaju polimorfne 
varijante prisutne u opstoj populaciji, dok varijanta -462Т(1 О) verovatno 
predstavlja genetsko ostecenje do kog dolazi u malignom tkivu. 
9. U karcinomu pankreasa najcesci haplotip promotora gena SMAD4 u 
analiziranim tkivima је Ьiо haplotip 14/1 О, prisutan u 88% slucajeva, koji nije 
otkriven u drugim analiziranim tkivima i verovatno predstavlja genetsko ostecenje 
specificno za maligne celije u pankreasu. 
1 О. U kolorektalnom kanceru u 8% slucajeva је uoceno da је u tkivu kancera 
doslo do strukturne promene u promotoru gena SMAD4 u odnosu па haplotip 
prisutan u nemalignom tkivu, pri cemu је haplotip 15/12 u ро 4% slucajeva Ьiо 
izmenjen u haplotipove 10/12 i 9/12. 
11. Ucestalost i ulogu haplotipova 14/1 О, 10/12 i 9/12 promotora gena SMAD4 
otkrivenih u karcinomu pankreasa i kolorektalnom kanceru treba dalje istraziti, 
kao i mogucnost primene analize ovih markera u dijagnostici i pracenju 
navedenih bolesti . 
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1. Ауторство - Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно саопштавање 
дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора 
или даваоца лиценце, чак и у комерцијалне сврхе. Ово је најслободнија од свих 
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дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на 
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комерцијалну употребу дела и прерада . Слична је софтверским лиценцама, 
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